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tINTRODUÇHO
Ao longo do desenvolvimento de um organismo 
mui ti celular, diferentes linhagens celulares especializam-se 
para desempenhar funções diversas. Esse processo, chamado 
geneticamente de diferenciação celular, tem sido um dos pontos 
centrais de interesse da Biologia. Ele é resultado da expressão 
diferencial- de genes e . sua compreensão está intimamente 
associada à própria regulação da atividade gênica nos 
cromossomos eucariontes. Dentre os mecanismos que participam na 
diferenciação celular, um dos mais estudados é o que envolve a 
regulação da atividade g&nica por hormônios.
Os hormônios são substâncias orgânicas, secretadas 
por células especiais de organismos mui ti celulares e que atuam 
provocando respostas especiais em células ou tecidos geralmente 
localizados à distância e sem aparente relação com seu sftio de 
origem. São substâncias altamente específicas e, apesar de 
serem lançadas na corrente sanguínea, na hemolinfa ou passarem 
de célula a célula por difusão, entrando, dessa forma, em 
contato com um grande número de tecidos, só agem sobre alguns 
tjpoa eelularea que, por laao, aão denominados "célula-alvo" do 
hormôni o .
2A idéia d© que os hormônios participam da regulação 
da atividade gênica em organismos eucariontes, foi 
originalmente proposta independentemente por Karlson < 1961,
1963) e Zalokar < 1961). Esses autores propuseram que os 
hormônios produzem seus efeitos regulando o programa genético, 
expresso em termos de produção de enzimas específicas e 
consequentemente mudança no metabolismo celular. Assim, criaram 
a teoria "hormônio-gene” , segundo a qual ~os hormônios 
desempenham suas funções através da regulação do funcionamento 
gênico das ”célu 1 as- a 1 vo” . Nas duas últimas décadas, diversos 
aspectos do mecanismo de ação hormonal tem sido estudados, 
levando à confirmação da teoria "hormônio-gene".
Das duas grandes classes de hormônios existentes, os 
protéicos e os esteróides, estes últimos têm sido mais 
estudados no que se refere à sua participação no controle da 
atividade gênica. Esses estudos têm demonstrado a grande 
complexidade dos seus mecanismos de ação e a necessidade de 
serem estudados novos sistemas e empregados novos métodos para 
a melhor compreensão desse importante mecanismo de controle da 
atividade gênica < Kerkurt & Gilbert, 1985).
Os hormônios esteróides são constituídos por uma 
estrutura química básica, que apresenta três anéis de seis 
átomos de carbono cada e um anel com cinco carbonos.
3interligados no centro. As diferenças entr© os vários 
esteróides s3o determinados pelo padrão d© ligações químicas 
nesses anéis e pela natureza e orientação dos grupos laterais a 
eles ligados. Os hormônios esteróides s^o, portanto, moléculas 
químicas pequenas com 20 a 30 átomos de carbono, que podem 
passar, facilmente através da membrana < Florkin, & Stotz, 
1963; Coffey, 1971; Lehninger, 1977).
. Um importante passo na compreensão do mecanismo 
básico de aç3o dos hormônios esteróides foi a demonstração da 
existência de uma afinidade particular das "células-alvo" pelos 
seus respectivos hormônios. Jensen (1958) e Jensen 3 Jacobson 
( 1362), utilizando o hormônio esteróide estradiol, marcado 
radioativãmente, verificaram que as células que respondem a 
esse hormônio têm capacidade de retê-lo © acumulá-lo em seu 
interior por algumas horas. Já nas células ntío alvo, o 
hormônio, apesar de penetrar em seu interior, n3o se acumula. 
Pode-se concluir que, nas células n3o alvo, o hormônio passa 
através da membrana celular em ambas as direções e sua 
concentração dentro da célula n<3o excede a do meio circundante* 
Por outro lado, nas "células-alvo", o hormônio, de alguma 
forma, fica retido em seu interior, acumulando-se e atingindo 
uma concentração muito mais alta do que a do meio circundante.
4Foi sugerido mais tarde, qu© uma molécula receptora 
capaz de se ligar especificamente ao hormônio deveria estar 
presente nas "células-alvo" conferindo-lhes a capacidade de 
acumular o hormônio ©steróide específico. Em 1965, Noteboom 5 
Gorski detectaram um receptor estereoespecífico para o 
estradiol, sugerindo ser esse receptor uma molécula protéica. 
Em seguida, Toft & Gorski (1966) demonstraram que o estradiol, 
ao penetrar na "célula-alvo", combina-se com uma proteína 
denominada "receptor hormonal", formando um complexo "hormôn io- 
receptor".
Esses estudos iniciais abriram caminho para que 
muitos aspectos do mecanismo de ação dos hormônios esteróides 
fossem rapidamente elucidados ( revisões em Tomkins 5 Martin, 
1970; Lisk, 1971; 0'Malley & cols., 1976; Baulieu â cols., 
1976; Kerkurt & Gilbert, 1985). .
Baseado na aç3o da progesterona sobre células de 
oviduto de galinha, foi proposto um modelo básico de 
funcionamento geral para os hormônios esteróides ( 0'Malley 3 
cols., 1976). 0 receptor hormonal da progesterona nesse sistema 
é um dfmero protóico composto de duas subunidades, denominadas 
A © B, qu© possuem propriedades diferentes e específicas 
(Schrader & 0'Malley, 1972; Schrader & cols., 1975). Esse 
dímero, que tem um índice de^sedimentaçSo de 6S (Schrader &
5cols., 1975), está localizado no citoplasma das "célu1 as- a 1vo". 
0 receptor hormonal seria específico para cada tipo de hormônio 
esteróide. Ao penetrar na célula, moléculas de hormônio 
ligam-se a cada uma das duas subunidades, causando a agregação 
dessas subunidades, com formação do complexo
"hormônio-receptor". 0 complexo uma vez formado, migra do 
citoplasma para o núcleo ( Maurer & Chalkey, 1907; Brecher & 
cols., 1967; Jensen & cols., 1968; de Sombre 3. cols., 1969; 
0'Malley & Toft, 1971; Mohla S cols., 1972), onde se associa 
à cromatina (0'Malley ô cols., 1972; Buller & cols., 1975 
a,b) .
Foi demonstrado em experimentos com DNA purificado, e 
com cromatina "in vitro" que a fraç3o A do complexo hormônio- 
receptor liga-se inespecificamente a DNA purificado enquanto a 
subunidade B se liga a proteínas ácidas do cromossomo, mas n?ío 
a DNA (0 'Mal ley & cols., 1972; Schrader 5, 0'Mal ley, 1972; 
Schrader & cols., 1975). Com base nesses resultados, foi
proposto que a subunidade B especificaria os locais da
l
cromatina aos quais o complexo hormônio-receptor deve se ligar 
e que a subunidade A participaria mais diretamente na indução 
da atividade transcricional do DNA <0'Malley & cols., 1976). 
Supõem-se que a ligação do complexo hormônio*receptor cause 
modificações conformacionaisna cromatina, permitindo a ligação
6d© RNAs polimeras©s © a transcrição d© genes específicos ( 
Mohla & cols., 1372; Schwartz & cols., 1976; revisão em" 
0 'Mall©y & cols., 1977).
Nos insetos, o hormônio esteróide tfpico é a 
ecdisona, isolado primeiramente a partir de extrato de pupas de 
Bombyx mori por Butenandt & Karlson em 1954. Ess© hormônio 
atua sozinho ou em conjunto com outros hormônios em diversos 
processos fisiológicos relacionados à ©mbriog©nese, à 
morfogênese de discos imaginais, à reprodução e, 
principalmente, aos mecanismos responsáveis pela metamorfose ( 
Gilbert, 1974; Reggi, 1977; Riddiford, 1980; Kurstak & cols.,
1980), sendo conhecido muitas vezes como "hormônio da muda". 
Existem diversos tipos de ecdisonas, isoladas a partir de 
insetos, crustáceos © plantas, todas derivadas de uma estrutura 
básica, semelhante ao:Colesterol.
Dõs pelo menos 25 diferentes tipos de ecdisteróides 
de insetos ( Smith, 1985), os mais importantes são a 
alfa-ecdisona < Karlson & cols., 1963; Huber 3, Hope, 1965) e 
a beta-ecdi sona ( Karlson, 1956). A partir de 1978 ( Goodwin S 
cols., 1978), esses hormônios passaram a ser definitivamente 
denominados, respectivamente, de ecdisona e 20-hydroxiecdisona 
ou ecdisterona, nome esse já sugerido por Hoffmeister, em 1966.
7Nos insetos, a ecdisona é produzida nas glândulas 
protorácicas de larvas, pró-pupas e pupas ( revisão em Gilbert,
1964). Com os trabalhos de Romer & cols.(1974) e Sakurai S 
cols. (1977), ficou demonstrado que apesar de ocorrer a 
transformação de colesterol em ecdisona nas glândulas 
protorácicas, estas não produzem a 20-hydroxiecdisona. Segundo 
Smith & cols.(19G5), após ser liberada para a hemolinfa, a 
ecdisona é oxidada pelos oenócitos ( Romer & çols., 1974) 
recebendo uma hidroxila no carbono 20 e dando origem à 
20 -hydroxiecdisona, uma forma mais ativa do hormônio, como 
sugerido inicialmente por King, em 1972.
Apesar de a ecdisona e a ecdisterona serem muitas 
vezes chamadas de hormônios da muda, os processos relacionados 
ao desenvolvimento e metamorfose pós-embrionária são 
determinados pela variação da concentração de, pelo menos, três 
hormônios principais . Baseados nos trabalhos de Kopec ( 1922), 
Uigglesworth (1936, 1940, 1947), Fukuda (1940 a, b, 1944) e 
Willians ( 1947, 1948, 1952) delineou-se, por volta de 1950, um 
modelo básico de controle endócrino do desenvolvimento 
pós-embrionário dos insetos. De acordo com esse modelo, em 
resposta a estímulos ambientais, as células neuro-secretoras 
cerebrais produzem um hormônioo protoracicotrópico (PTTH) que 
estimula as glândulas protorácicas a secetarem a ecdisona.
8Depois d© ser secretada pelas glândulas prot-or ác i cas, a 
ecdisona é rapidamente liberada para a bemolinfa, onde é 
transformada em ecdisterona que entra ©m contato com as células 
dos diferentes tecidos do inseto, provocando, nos tecidos-alvo, 
diferentes alterações. Nas células epidérmicas, o hormônio 
provoca a secreção de uma nova cutfcula determinando a muda 
para o estágio seguinte do desenvolvimento.
Embora a muda seja determinada pela ecdisterona, sua 
expressão qualitativa é controlada peio hormônio juvenil, 
secretado pelas "corpora-a11 ata". Assim, na presença de altas 
taxas do hormônio juvenil, a muda será larval; caso a dos© do 
hormônio juvenil seja intermediária, forma-se uma cutfcula de 
pupa; se houver apenas vestígios desse hormônio, haverá á 
formaçfo de cutícula de adulto C revisto em Gilbert, 19&4; 
Wigglesworth, 1970).
Os dípteros s3o materiais biológicos particularmente 
favoráveis para o estudo dos mecanismos de aç3o do hormônio 
ecdisterona, pois neles a resposta gênica ao hormônio pode ser 
visualizada em alterações específicas no padrSo de pufes dos 
cromossomos politênicos.
Os cromossomos politênicos que ocorrem nas glândulas 
salivares e em outros tecidos larvais de dípteros s3o
9cromossomos gigantes que apresentam uma diferenciação 
longitudinal em faixas e interfaixas e onde as alterações 
morfológicas decorrentes da atividade de genes específicos 
podem ser visualizadas a nível microscópico.
Os cromossomos politênicos foram observados pela
primeira vez por Balbiani em 1881, nas glândulas salivares de
um chironomídio. Foram, então, descritos apenas como cordões
cilíndricos enrolados sobre sí mesmos, como um intestino.
Balbiani não discutiu qualquer possível significado daqueles
cordões e ele não poderia supor a sua natureza cromossômica
visto que, na época, cromossomo era uma estrutura pouco
i
entendida. A natureza cromossomica desses corpos cilíndricos só
/
foi finalmente estabelecida em 1933 com os trabalhos de Heitz 
& Bauer em células dos túbulos de Malpighi de Bibio hortu3 ans 
e de Painter em células das glândulas salivares de Drosoph i 1 a 
melanoqaster. No ano seguinte, Koltzoff (1934), trabalhando com 
Drosophi1 a sugeriu, pela primeira vez, a "hipótese politênica ” 
para a origem daqueles cromossomos gigantes. Segundo esta 
hipótese, os cromossomos gigantes dos dípteros seriam formados 
pelo empareihamento ponto a ponto dos cromossomos homólogos e 
sucessivas duplicações longitudinais dos seus filamentos 
básicos. Essa hipótese foi logo em seguida corroborada pelos
10
trabalhos d© Bridges (1935), Bauer (1935), White (1948), Bauer 
Ã Beermann (1952), Alfert (1954).
0 processo de politenização se inicia algumas horas 
antes da eclosão do ovo em todos os tecidos larvais, com 
excessão dos gânglios nervosos, células germinativas e discos 
imaginais ( Rieffel & Crouse, 1966). Nesse processo, os 
cromossomos homólogos sofrem empareihamento somático, seguido 
de sucessivas duplicações de cada um dos elementos 
cromossômicos, sendo que as centenas de filamentos resultantes 
permanecem emparelhados. Assim, as células que apresentam 
cromossomos politênicos estãò em intérfas© permanentemente; não 
mais se dividem e aumentam muito em volume, atingindo tamanhos 
gigantescos ©m relação às células diplóides normais, ——
Ao longo do seu comprimento, os filamentos 
cromossômicos que constituem o cromossomo politênico apresentam 
configurações compactas, denominadas cromômeros, intercaladas 
com regiões mais distendidas, denominadas intercromômeros. 
Devido ao empareihamento e duplicação dos cromonemas, ocorre a 
justaposição dos cromômeros e intercromômeros, originando um 
padrão de faixas e interfaixas característico de cada 
cromossomo politênico. Graças a esse padrão, é possível a 
confecção de mapas cromossômicos onde o padrão de distribuição 
de faixas e interfaixas é usado para caracterizar cada um dos
11
cromossomos da célula. A partir do trabalho pioneiro de Bridges 
(1935) associando o padrão de herança de mutações gênicas à 
transmissão de aberrações cromossômicas mapeadas nos 
cromossomos politênicos, tornou-se possível a localização de 
genes específicos em faixas e interfaixas dos cromossomos 
gigantes d© Drosophila. A partir desse trabalho, começou a 
ficar evidente a importância dos cromossômos politênicos para a 
Genét i ca.
0 padrão de faixas e interfaixas dos cromossomos 
politênicos é, em geral, o mesmo para todos os tecidos de vim 
mesmo indivíduo e, também, entre diferentes indivíduos de uma 
mesma espécie <Bridges, 1940; Pavan 3 Breuer, 1952? Beermann, 
1952; Guevara, 1970). No entanto, no decorrer do 
desenvolvimento do organismo, ocorrem alterações estruturais ao 
longo dos cromossomos politênicos de um dado tecido. Essas 
alterações, que aparecem como intumescências em regiões 
específicas, são conhecidas como pufes ou anéis de Balbiani ( 
Bridges, 1935; Beermann, 1952; Breuer & Pavan, 1952; Meckelke, 
1953). Sua origem é admitida como. sendo consequênccia da 
desespiraiização dos cromõmeros que constituem as faixas dos 
cromossomos politênicos (Swift, 1962; Gall, 19&3; Zhimulev 5 
cols., 19G1; Semeshim & cols., 1905).
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0 padrão d© pufes é, normalment-© diferente ©m células 
de diferentes tecidos de um mesmoindivíduo e em células de um 
mesmo tecido em diferentes fases do desenvolvimento do animal 
(Breuer & Pavan, 1952, 1953, 1955; Beermann, 1952; Ashburner, 
1970a; Cuevara Ã Basile, 1973; Amabis, 1974, 1983a). Estes 
fatos levaram Breuer & Pavan <1952,1953, 1955), Beermann 
(1352, 1956), Meckelke (1953) e Pavan & Breuer (1955) a 
sugerirem que os diferentes padrões de pufes refletiriam 
diferentes padrões de atividade gênica e que os pufes poderiamm 
ser interpretados como a manifestação morfológica da atividade 
gênica diferencial nos cromossomos politênicos.
A hipótese proposta por Breuer & Pavan ( 1952, 
1954,1955), Beermann ( 1956) e Meckelke ( 1953) de que os 
diferentes padrões de pufes refletiriam diferentes padrões de 
atividade gênica e que os pufes correspondem a genes em 
atividade tem sido corroborada nas últimas três décadas. 
Diversos trabalhos demonstraram que os pufes são locais de 
intensa síntese de RNA e outros têm estabelecido correlações 
positivas entre a presença de determinados pufes e a síntese de 
produtos gênicos específicos.
0 primeiro trabalho que mostrou uma relação positiva 
entre a presença de um produto gênico e um pufe foi o de 
Beermann (1961). Trabalhando com duas espécies de Chironomus,
13
este pesquisador verificou que o citoplasma de células 
especiais da glândula salivar de Chironomvis pal 1 idi vi tatus 
apresentava grânulos de secreção característicos e apenas nos 
cromossomos dessas células, está presente o anel de Balbiani 4 
(BR4). As glândulas de Chiromonus tentans n3o apresentavam nem 
o BR4 nem os grânulos de secreçlio mencionados, nas células 
correspondentes bs de pal 1 idivitatus. Nos híbridos obtidos
do cruzamento de indivíduos, dessas duas espécies, as células 
glandulares apresentavam metade da quantidade de grânulos 
presente em pal1idivi tatus e, em. seus cromossomos, o pufe
BR4 era assimétrico, estando ausente apenas no homólogo 
proveniente de Ç^ _ tentans.
Dando continuidade ao trabalho de Beermann (1961), 
Grossbach ( 1969, 1973) analisou eletroforéticamente as 
proteínas da secreção salivar de tentans e C .
pa1Iidi vi tatus. Essa análise revelou que um polipeptídio 
específico presente na secreção de Çj_ pal 1 idi vitatus é 
produzido pelas células especiais das glândulas salivares, as 
mesmas qué apresentam os grânulos protéicos. Através de 
análises citogenéticas em híbridos interespecfficos, o gene 
relacionado a essa fração protéica foi localizado no cromossomo 
IV, na região onde se forma o BR4.
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Um passo importante no estabelecimento de corre 1 
entre pufes e proteínas foi dado em 1974 por Tissières e 
colaboradores. Esses pesquisadores utilizando a t é c n i c a  de 
eletroforese em placa e autorradiograf1 a, conseguiram 
relacionar as rápidas alterações no padrão de pufes de 
Drosoph 11 a melanogaster, desencadeadas pelo choque térmico, com 
alterações rápidas no padríSo de síntese de proteínas.
Como originalmente descoberto por Ritossa <1962) em 
Drosoph 11 a buski1 e observado posteriormente em outas espécies 
desse mesmo gênero, o choque térmico produzido pela 
transferência de larvas da temperatura de 25°C para 37**Ç, induz 
o aparecimento de novos pufes em locos específicos e a 
V:£gp&§§ao de pufes pré-existentes < Si tossa, 1963; Berendes 3i 
cols., 1965: van Breugel, 1966; Ashburner, 1970b). Analisando o 
padrão de síntese de proteínas nas glândulas salivares de 
larvas de D^ _ melanogaster após choque de temperatura, Tissieres
& cols. <1974) mostraram o aparecimento de seis novos 
polipeptidios e o desaparecimento de outros. Essas mesmas 
alterações foram verificadas em células de cérebro e de túbulos, 
de Malpighl. Considerando a quantidade de Urldina =>h
1YV-
incorporada nos pufes e o nível de Metionina asS presente nas
f"
proteínas, Tissières & cols. <1974) sugeriram uma relação 
entre ô pufe 87B e uma proteína de pesso molecular 70.000
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daltons, induzida pelo choque térmico. Trabalhando com células 
de melanoqaster em cultura, McKenzie â cols. (1375)
mostraram que o choque de temperatura causa um rápido 
desaparecimento de pollseomos pré- existentes, seguido pelo 
aumento da produçáo de novos polissomos. A hibridizaç^o "in 
situ" em cromossomos politênicos mostrou que a maior parte do 
RNA associado a fração polissômica presente após o choque 
térmico era poliadeni1ado e hibridizava na regiSo 87B.
Ainda em Drosoph 11 a me1aanoqaster, uma excelente 
correlação entre genes estruturais e produtos celulares 
específicos foi obtida por Korge ( 1975, 1977). Esse autor, 
utilizando a técnica de eletroforese em géis de po1iacri1amida, 
analisou as fraçSes po1ipeptídicas da secreção salivar de 
diferentes linhagens de D_;_ me 1 anoqaster, portadoras de 
inversões e deficiências. Seus resultados permitiram relacionar 
fraçÇJes pol i pept íd i cas da secreção salivar e as regiSes 3C11 e 
3C12 do cromossomo X e as regiões &6D2 e 72E5 do cromossomo 
III. Estes dados foram confirmados por Akam & cola. (1978) e 
por Velissariou Â Ashburner (1980).
Além das mudanças na atividade gênica que ocorrem nas 
glândulas salivares durante o desenvolvimento larval e após 
choque térmico, é possível induzir, nesse órg3o, alteraçSes no 
funcionamento gênico através de diversos agentes injetados na
hemo1i nfa 
sistemas 
mecsn1smo
como também o ©studo d© 
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0 mecanismo pelo qual a ecdisterona atua de forma a 
provocar a indução d© puf ©s específicos vem sendo estudado nas 
duae últimas décadas. Clever (1964a) trabalhando com larvas de 
Chtronomua tentans, verificou que somente do ia pufes são 
indusidoa rapidamente pela ecdisterona ( pufes príffiãrios). Os 
dernale pufea ( pufes aecundários ) só aparecem depois de um 
intervalo de tempo de várias horas após o tratamento. Além 
disso, Clever (1964b) e Clever & Pombal 1 (1966), verificaram
que a indução dos pufes primários é independente da síntese de 
proteínas, mas que os pufes mais tardios não s«So induzidos 
quando eaaa síntese é inibida. Resultados semelhantes foram 
obtidos para glândulas salivares de Drosophi1 a (Berendes, 1967; 
Ashburner, 1972; Ashburner & cols., 1974; Rlchards, 1976a,b; 
Ashburner & Berendes, 1970) e Tr 1 chosi a pubescens (Amabis, 
1977} Amabis & Amabis, 1984a).
Alguns trabalhos tem sugerido a existência de 
receptores intracelulares para ecd1steróides,nas "células- 
alvo". üa trabalhos de Emmerich ( 1970, 1972) mostraram que o 
tratamento de glândulas salivares de Ih. hydei com ecdisona, 
provoca o aparecimento, no c 1 top1 asma, de uma fração protéica 
específica. Essa proteína, na presença do hormônio, passa do 
citoplasma para o núcleo. Helmsing ô Berendes ( 1971) 
sugeriram ainda que esta proteína deve ser aquela que se
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acumula nos pufes induzidos pela ecdlsona, imediatamente antes 
do Início da síntese de RNA como verificado por Clever (1904b) 
em Chlronontug. 0 aparecimento de uma protejna específica no 
cltoplaema e sua passagem para o núcleo, após tratamento com 
ecdisterona foram mostrados em células de discos imaginais 
(Yund & cols., 1978) e células em cultura da linhagem Kc ( 
Maroy & cols., 1978) de Drosoph 11 a.
Esses resultados sugerem que o mecanismo de aç2o da 
ecdlsona é semelhante ao de outros hormônios esteróides. Esta 
sugestão recebeu apoio com o trabalho de Sage & cols.( 1982) 
que detectaram, após a adninistraç2o de hormônio tritiado em 
células Kc de Drosophi1 a, o aparecimento de um complexo 
cltoplasmático com 4S, que passa para o núcleo na forma de um 
complexo 6S e apresenta capacidade de se ligar ao DNA. 
fíchaltmann & Pongs (1982) identificaram uma proteína com peso 
molecular de 130.000 daltons que se liga à ecdisona formando um 
complexo hormônio-receptor, tanto em glândulas salivares quanto 
em células Kc. Esses autores verificaram ainda que 70% desse 
complexo passa do cltoplasma para o núcleo, no período de 1 
hora após o tratamento coói o hormônio ecdisona. Além disso, 
através de técnicas imunológicas, foi possível localizar 
moléculas de ecdisona associadas a regiSes específicas dos 
cromossomos polítênicos de glândulas salivares de Drosophi1 a (
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Gronemeyer £ Ponge, 1980 e de Chlronomus ( Gronemeyer & 
cols., 1981) nos locais onde se desenvolvem pufes induzidos 
pelo hormônio.
Assim, tem sido sugerido que, como outros hormônios 
esteróides estudados, a ecdisona penetra no citoplasma da 
"célula-alvo", associa- se a uma proteína receptora formando um 
complexo hormônio-receptor que passa para o núcleo. Esse 
complexo llga-se, então, à cromatina próximo ou diretamente 
sobre os genes que respondem ao hormônio, induzindo a sua 
expressão. Além disso, segundo 0 'Connor (1985) os sítios que 
respondem a ecdisona teriam a mesma composição química, em 
termos de DNA, sofrendo variação na estrutura secundária da 
cromatina, provavelmente por diferenças nas proteínas a ela 
associadas, durante o desenvolvimento e em diferentes tecidos. 
Isso causaria uma variação na afinidade entre a cromatina e o 
complexo hormônio-receptor e a ativação diferencial dos genes 
que respondem à ecdisterona.
Nos Sciarídios, além dos efeitos comuns a outros 
dípteros, a ecdisona induz uma sincronização da síntes de DNA 
entre os núcleos das glândulas salivares ( Gabrusewycz-Garcia, 
1964; Crouse, 1968: Simões, 1967,1970; Perondini, 1968; 
Machado-Santel11, 1973). Nesses dípteros ocorre, portanto, um 
ciclo adicional de duplicação cromossômica antes da pupaçlSo. E
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durante esse ciclo que se formam os chamados pufes de DNA ( 
Pavan, 1965a,b).
Os pufes de DNA constituem uma classe especial de 
pufes, característicos de larvas da famíla Sciaridae. Este tipo 
de pufe foi descoberto em 1955 por Breuer & Pavan em larvas de 
Rhynchosc i ara anqelae ( = R_^  americana) . Esses pesquisadores 
demonstraram através da reaçSo de Feulgen, que aqueles pufes 
desenvolvem-se em determinadas regiões dos cromossomos das 
9^ândul&0 salivaria onde ocorre acúmulo adicional de DNA em 
fases específicas do desenvolvimento.
A síntese adicional de DNA nos locais onde se 
desenvolvem os pufes de DNA corresponde a uma amplificação 
gênica, ou seja, a um aumento localizado na quantidade de 
genes. Esàae fenômeno é comum nos cromosssomos politênicos • de 
glândulas salivares de diversas espécies de Sciarídios e pode 
ocorrer antes ou durante a expansão do pufe ( Breuer â Pavan, 
1955; Gabrusewycz-Garcia, 1964, 1971; Simões, 1970; Pavan & da 
Cunha, 1969; Sauaia & cols., 1971; Amabis, 1974). 0 aumento 
desproporcional da quantidade- de genes em locais específicos 
dos cromossomos Foi interpretado por Breuer & Pavan (1955), 
como sendo uma adaptação da célula no sentido de aumentar a 
síntese de um determinado produto gênico. Assim, o RNA 
produzido em grande quantidade nesses pufes poderia ser
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transportado para o citoplasma e traduzido em proteínas, 
necessárias em grandes quantidades em épocas específicas do 
desenvolvimento larval.
A interpretação de Breuer & Pavan (1955) para os 
pufes de DNA só veio ter suporte experimental na década de 70, 
com diversos trabalhos em Rhynchosclara. Winter & cols. 
(1977a,b>, Í9Õ0) detectaram nesse Sciarídio, a síntese de uma 
série de polipeptídios que são produzidos somente na época em 
que aparecem os pufes de DNA. Esses autores foram capasee de 
correi acionar dois desses polipeptídios, produzidos pelas 
glândulas salivares e presentes na secreção salivar, com os 
pufes de DNA B2 e G3. QUretic & cole.( 1977) mostraram que o 
ciclo de expansão e regressão do pufe B2 na regido SI da 
glândula salivar de R\_ amer i cana é paralelo ò síntese de uma 
fração de RNA po1iadeni1ado específica, sugerindo que este seja 
transcrito daquela região cromossômica. Bonaldo & Lara (1978) 
conseguiram hibridizar ”in situ" a espécie de RNA descrita 
acima com a região cromossômica de onde se origina o pufe de 
DNA B2. Realizando a tradução "in vitro" do RNA poliadeni1ado, 
extraído da região SI da glândula salivar de R_j_ amer i cana (onde 
o pufe B22 está mais ativo), de Toledo & Lara (1978) 
conseguiram caracterizar um polipept ídio de 21.000 d, 
semelhante ao descrito por Umter & cols. <1977a,b>, como
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eendo correlacionado ao pufe B2. Além disso, os resultados 
obtidos por Bonaldo â cola. <1979) com RNA extraído de pufes 
após m i crod i ssecçlío e h i br i d i saçUo "in situ", mostraram qu© es© 
RNA tem uma constante de sedimentação de 14 S, é poliadeni1ado, 
migra rapidamente para o citoplasma e © instável.
Nas glândulas do Sciarídio Bradysi a hyqida, foi 
possível correlacionar o aparecimento de diversas frações 
po11peptídicas com a expansão de pufes de DNA ao longo do 
desenvolvimento larval, através da inibição s©l©tiva de pufes 
de DNA por drogas inlbldoras da síritese de DNA < Laicine S 
co1s ., 1980).
Em noeso laboratório, o fenômeno da amplificação 
gênica e alguns aspectos do controle hormonal de pufes tem sido 
estudado em larvas do Sciarídio Tr i chos i a pubescens■ A seguir 
há uma breve descrição desse sistema que foi o utilizado no 
presente trabalho.
As glândulas d© Tr i chos i a pubescens s3o dois órgãos 
cilíndricos que percorrem veritro-1 atera 1mente toda a ©xt©ns3o 
do corpo da larva. Cada glândula é formada por cerca d© duas 
centenas de células que diferem morfológicamente em diferentes 
regiões do órg3o ( Sl, S2a, S2b e S3) < Amabis, 1974, 1903a). 
As células das glândulas salivares contém quatro cromossomos
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polltênicos denominados A,B,C e X ( Amabis, 1974, 1903a), de 
acordo com a nomenclatura utilizada por Metz < 1935) para 
Sciarídios. Em preparações citológicas de glândulas salivares, 
em geral são encontrados sete elementos cromossômicos, já que 
oa cromossomos A,B e X normalmente se quebram em pontos 
específicos.
A caracterização do padrão de atividade nas glândulas 
eal1 vares de T . pubescena é muito facilitada pela excelente 
qualidade, em termos de tamanho e de definição de faixas e 
interfaiwas, de seus cromossomos polltênicos. Essa 
característica permitiu uma análise detalhada das variações no 
padrão de pufes ao longo do desenvolvimento larval ( Amabis, 
1983b).
0 padrão de pufes dentro de uma mesma região 
glandular é bem constante ao longo da maior parte do 
desenvolvimento larval. No entanto, algumas horas antes da 
larva deixar a massa de alimento, à procura de um local para 
construir o casulo e coincidentemente ao aparecimento das 
primeiras manchas oculares, o padrão de pufes começa a se 
alterar. A primeira alteração consiste na regressão de alguns 
pufes típicos da fase de intermuda e no aparecimento de uns 
poucos pufes novos < pufes primários ). Após essas primeiras 
alterações, o padrão permanece praticamente inalterado por
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algumas horas para, em seguida, entrar em uma seqüência de
alteraçS©g contínuas que só terminará com a autólise da
glândula; é nessa fase de drásticas alterações no padrão de 
pufação que se desenvolvem enormes pufes de DNA.
A formação dos pufes de DNA na fase que precede a 
muda pupal está intimamente associada a um ciclo de duplicações 
cromossômicas que ocorre especificamente nessa fase do 
desenvolvimento (J.M. Amabis, comunicação pessoal). Este ciclo 
de duplicação caracteriza-se por uma sincronização da síntese 
de DNA entre os núcleos celulares das glândulas salivares. E 
durante esse ciclo de duplicação do DNA que ocoorre a 
amplificação gênica em certas regimes cromossômicas, a partir 
das quais desenvolver -se -ão os pufes de DNA ( Amabis, 1983b). 
Foi verificado que pelo menos 30 faixas dos cromossomos 
polltênicos das glândulas salivares de pubescens sofrem
amplificação gênica durante essa fase e originam pufes de DNA, 
apesar do processo de amplificação iniciar-se simultaneamente 
em diferentes fases do desenvolvimento. Assim, observa-se desde 
pufes que iniciam sua expansão simultaneamente ao início do 
processo de amplificação gênica, até aqueles que só se expandem 
multas horas após o término de síntese do DNA. Diferentemente 
dos pufes típicos da fase de intermuda, os pufes de DNA atingem 
enormes dimensões e mantém-se expandidos por curtíssimos
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espaços d© tempo. Nesse caso também, observa-se uma variação 
lntraglandular, isto é, certas faixas qu© sofrem amplificação 
gênica e desenvolvem pufes de DNA nas células da região 
anterior da glândula mantém-se inalteradas na regido posterior 
e vice-versa < J.M.Amabis, & D.C.Amabis, comunicação pessoal 
) .
Às alterações no padrão de atividade gênica que 
ocorrem nas, glându1 as salivares de larvas de pubescens ao 
final do desenvolvimento larval são desencadeadas por um 
aumento da taxa do hormônio da muda na hemolinfa. Assim, a 
eliminação da fonte desse hormônio, pouco antes do infcio das 
alterações no padrão de atividade gênica, bloqueia 
completamente essas alterações ( Amabis & Amabis, 1984b). Por 
outro lado, a injeção de ecdisterona em larvas jovens 
desencadeia prontamente todas as alterações observadas no fim 
do ‘desenvolvimento larval ( Amabis, 1977; Amabis â Amabis, 
1984a). Por exemplo, cerca de 15 minutos após a injeção do 
hormônio em larvas em intermuda, observa-se o aparecimento dos 
primeiros pufes primários e a regressão de alguns pufes típicos 
de larvas jovens. Duas horas após a injeção do hormônio, as 
alterações primárias est3o completas e novas alterações só ir3o 
ocorrer após 3 a 4 horas. As alterações secundárias induzidas 
pela ecdisterona compreendem a indução do último ciclo de
26
duplicação cromossômica, do processo d© a m p licicação gênica © a 
seqüência d© alterações no padrão de pufes característicos do 
fim da vida larval.
Em Tr i chos1 a pubescens © possível se induzir a 
expansão dos pufes de DNA em glândulas salivares incubadas "in 
vitro" em meio de cultura, acrescido de ecdisterona ( Ferreira,
1981). Nessas condições foi possível- mostrar que, após 15 
minutos de ,contato das glândulas salivares com o meio de 
cultura contendo o hormônio, se detecta o início de expansão d© 
pufes de DNA. Essa indução, além disso, ó dependente da síntese
r-
"de novo" de proteínas ( Ferreira, 1981). Segundo Benozzati 
(1978) e BenosEat1 & Amabis ( 1983), a função primordial das 
glândulas salivares das larvas de T^ , pubescens ó a síntese d© 
uma secreção mucosa que, nas fases jovens da vida, parece ser 
utilizada na lubrlflcáção do corpo e no revestimento d© canais, 
dentro da massa de alimento, no interior dos quais o animal sd 
desloca. No fim da vida larval, na fase que precede a muda- 
pupal, a secreção das glândulas salivares é uti1izada para a 
construção de um casulo frouxo dentro do qual ocorre a pupação.-
Üa resultados obtidos até o presente sugerem que as 
glândulas salivares de larvas d© T\. pubescens desempenham duas 
funçSes básicas: a produção de uma secreção típica da fase de- 
lntermuda e a produção de um outro tipo de secreção típica do.
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fim do desenvolvimento larval. Nosaa proposição é que o 
desempenho dessas funçSes depende de dois sistemas de 
diferenciação distintos, um deles atuando durante a maior parte 
do desenvolvimento larval e o outro restrito ao fim do quarto 
estádio. 0 primeiro sistema seria correspondente ao "long time 
constant system of dlfferent1ation” proposto por Kafatos & 
cols. <1977), onde a síntese de grandes quantidades de 
proteínas específicas seria decorrente de uma amplificação ao 
nível da tradução. Alguns fatos favorecem essa hipóteses a) a 
síntese de po1ipeptídios da secreção salivar na fase de 
lntermuda é intensa; b) não se observa amplificação de genes 
específicos; c) os pufes de intermuda são relativamente 
pequenos e a síntese de RNA nesses locais não ó particularmente 
intensa; d) o padrão de síntese de polipeptídios mantém-se 
praticamente inalterado por várias horas após a regressão dos 
pufes de lntermuda < Benozzatl & Amabis, 1983; Amabis, 1983b)._ 
No fia da vida larval, ocorreria uma reprogramação gênica que 
levaria ao segundo sistema de diferenciação celular, 
correspondente ao "short 1 1me-constant system of 
differentiatlon” < Kafatos & cols., 1977). Nesse caso, a 
produção de grandes quantidades de proteínas específicas 
durante curtos espaços de tempo exigiria um sistema de 
mensageiros instáveis e a síntese e a amplificação dos genes
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codificadores. Ae evidências d© que tal sistema d© 
diferenciação atua nas glândulas salivares de T . pubescens, nc> 
final do desenvolvimento larval, são: a) nessa fase ocorre a 
produção de grandes quantidades d© proteínas específicas por 
curtíssimos períodos de tempo © o padrão de síntese varia 
continuamente ao longo do desenvolvimentos b) ocorre 
ampl1f 1caçüo de genes específicos que transcrevem RNA 
ativamente em fases determinadas do desenvolvimento e cuja 
atividade pode ser temporal mente relacionada à síntese de 
polipeptídios específicos < Amabis, 1303b).
Esee quadro pérmite-nos concluir que o sistema 
constitui-ee em um modelo part1cu1armente favorável para o 
estudo de certos processos envolvidos na diferenciação celular. 
Por um lado, ele apresenta cromossomos politênicos , onde a 
atividade gênica pode ser estudada a nível microscópico; por 
outro lado, tudo indica que nele atuem dois sistemas distintos 
de diferenciação celular, sendo a ecdisterona o fator 
responsável pelo desencadeamento e provável manutenção da 
reprogramação genética necessária à produção dos polipeptídios 
que constituem as proteínas do casulo.
Este projeto teve por objetivo obter maiores 
lnformaçSos a respeito da síntese de polipeptídios glandulares
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na fase que precede a muda pupal de Tr1chos1 a pubescens e o 
estabelecimento de possíveis correlações entre a síntese desses 
pollpeptídios e a atividade de pufes de DNA específicos.
Para atingir esse objetivo, necessitamos conhecer 
diversos aspectos relacionados à síntese d© RNA na regilSo dos 
pufes de DNA e a síntese de proteínas nas glândulas salivares. 
Isso nos levou a estabelecer os seguintes passos para o 
desenvolvimento do presente trabalho i
- Estudar a síntese de proteínas nas glândula salivares de 
Tr i chos1 a pubescens, durante os períodos do desenvolvimento 
larval em que aparecem os pufes de DNA;
• Verificar de que maneira os diferentes pufes de DNA se 
comportam na presença de ecdisterona "ln vitro”;
- Estudar a síntese de proteínas nas glandulas salivares de 
larvas, após incubação "in vitro", na presença de 
ecdisterona;
- Caracterizar o tipo de RNA produzido nas regloes que originam 
pufes de DNA.
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MATERIAL
Neste trabalho foram utilizadas larvas do djpt.©ro 
sclarídio Tr i chos i a pubescens (Morgante, 1969). Os animais 
foram retirados de um estoque que vem sendo mantido no 
Departamento de Biologia do Instituto de Biociências da 
Universidade de Sâo Paulo, segundo técnica descrita por Amabis 
(1974).
0 ciclo de vida desta espécie tem uma duração 
aproximada de 30 dias à 21°C. A fase larval consiste de quatro 
estádios; a primeira muda acontece tres dias após a eclosão do 
ovoj a segunda ao redor do sétimo dia; a terceira, por volta do 
décimo dia e a quarta, que corresponde à muda pupal, ocorre por 
volta do vigésimo segundo dia após a eclosão do ovo. Esta 
última muda dá-se no interior de um casulo individual, 
construído a partir da secreção salivar da larva. 0 adulto 
emerge quatro dias após a muda pupal e tem uma vida de 
aproximadamente dez dias ( Morgante, 1969).
Em todos os experimentos aqui mencionados foram 
utilizadas larvas fêmeas em quarto estádio larval. Esse estádio 
é arbitrariamente dividido em períodos, definidos por 
características externas da larva e pelo comportamento quanto a 
alimentação e locomoção C Amabis, 1974), como pode ser 
visualizado na Tabela 1.
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Tabela 1 - Subdivisão do fim do quarto estádio larval d© T .
pubescens, modificado de Amabls (1983b) e Amabls & 
Amabls (1984a).
Per íodO
Duração 
aprox i mada 
(horas)
Características e comportamento
LI 100 Ausência de manchas oculares. Larva no 
Interior da massa de alimento
L2 25 Início do desenvolvimento das manchas 
oculares. Larvas no interior da massa de 
a 1lmento.
L3 20 Manchas oculares de tamanho médio. Larva 
no interior da massa de alimento.
L4 10 Larva locomovendo-se sobre a terra.
L5 10 Larva sob a terra. Início da construção do 
casulo. Presença de alimento no intestino
L6 6 Larva no Interior do casulo individual, 
com forma de U. Presença de terra no 
1ntestlno
L 7 6 Larva no interior do casulo, com forma de 
J. Intestino vazio.
PI 3 Início da migração das manchas oculares
P2 3 Manchas oculares migrando
P3 10 Fim da migração das manchas oculares
P4 25 Período entre P3 e a pupaç^o
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MEÍDOTOS
1- Incubação de glândulas salivares "in vitro"
As larvas eram dissecadas em uma gota de PBS (NaCl 
1,4M; KG1 25mM; NaaHPO* lmM; KHaPO«. 15 mM) e parte das 
glândulas salivares transferidas para 2 jjl de meio de cultura 
para Tr 1 chos 1 a (meia Tp descrito em Barbosa, 1984'.) sobre 
parafllme. Nessas condições as glândulas eram mantidas pelo 
tempo desejado em Câmara úmida e a temperatura ambiente (em 
torno de 20«C). Uma porção das glândulas salivares era, 
imediatamente após a dissecção, fixada, corada e esmagada entre 
lâmina e lamínula para determinação do padrão de pufes e 
consequentemente do período de desenvolvimento larval.
1.1™ Incubação "in vitro" na presença de ecdisterona
Em todos os experimentos foi utilizada ecdisterona ( 
Eohto Pharmaceut1 cal Co. Ltd.) numa concentração de 2xlO“^M, 
feita a partir de uma solução estoque de 2xlO"aM. A solução 
estoque era preparada dissolvendo-se a quantidade desejada do 
hormônio em 1/20 do volume finál de etanol e complementando-se 
com água destilada. Em todos os experimentos de incubação, 
enquanto uma glândula do par era incubada r.a presença do
hormônio, a outra era incubada na presença do solvente deste, 
para servir como controle.
1.2- Incubação "in vitro" na presença de a 1 f a-aman i t ina
Nesees experimentos, foram utilizadas glândulas 
salivares de larvas em período L7. 0 par de glândulas de cada 
larva era incubado por 30 minutos em 2 jil de melo de cultura 
isento de hormônio e acrescido de a 1fa-amanitina ( Boehringer 
Hannhein Gmb H), em uma concentração de 10 mg/ml. Em seguida, 
uma das glândulas do par era transferida para uma gota de meio 
de cultura contendo alfa-amanltlna ( 10 mg/ml) e ecdisterona 
2x 10~-*m , e incubadas por 4 horas. A outra glândula do par era 
incubada em meio contendo apenas ecdisterona 2x 10-*m , também 
por 4 horas.
2- Preparações de cromossomos corados com Orceína
As porções SI e S2 das glândulas salivares eram 
separadas do resto do material da larva e fixadas em 
etano 1- ácido acótico (3:1) por 5 minutos. Em seguida, o 
material era transferido para uma gota de ácido acótico a 50%, 
sobre uma lamínula. Após 1 minuto, uma gota de orceína 
1ático-acética a 2% era, então, adicionada ao ácido acótico
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contendo a glândula. A lamfnula era então, virada sobre uma 
lâmina e o conjunto esmagado entre duas porções d© papel de 
filtro. As bordas da lamfnula eram vedadas com esmalte e as 
preparações citológicas mantidas no refrigerador até serem 
examinadas. Em alguns casos, as preparações foram tornadas 
permanentes pelo seguinte processo:
- reisoçlo da lamfnula em Nitrogênio líquido;
• banho em étsnol por 10 -minutos;
- secagem;
- banho em Xilol;
- retirada do excesso de Xllol & montagem com Verniz Cristal 
Ip1 ranga
- secagem à temperatura ambiente
3 - Extração de RNA total
As larvas eram dissecadas em PB£! e as glândulas 
salivares estocadas, congeladas em Nitrogênio líquido até 
atingir-se a quantidade desejada. As glândulas eram então 
digeridas por 2 horas a 37°C em uma solução contendo Pronase (
1 mg/ml), SDS <0,4%), Trls ( 10 mM) e EDTA ( 1 mM) pH 6.G. Após 
a digestão era adicionado à mistura 1 volume de Fenol- 
Clorofórmio 1:1 e o conjunto era agitado por 20 minutos. A fase
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aquosa era separada por centrifugação ( 15 minutos a 16.000 g) , 
transferida para um outro tubo e tornada 0,1 M de Cloreto de 
Sódio. Os ácidos nucléicos ©ram precipitados com 2,5 volumes < 
da solução aquosa) de Etanol Absoluto gelado por, no mfnimo, 2 
horas a ~ 20"C. 0 precipitado era recolhido por centr i fugação < 
15 minutos a 16.000 g) , seco ao ar e ressuspenso em uma solução 
10 mM de Trls e 5 mM de MgClK , pH 7.5. A solução era submetida 
a digestão .com DNase < RNase "free") na concentração de 50 
ul/ml por 15 minutos, a 20“C e a mistura extraída com 1 volume 
de Fenol-C1orofórmio 1:1, como descrito anteriormente. A fase 
aquosa era separada por centr1fugação < 15 minutos a 16.000 g) 
e tornada 0,1 M de NaCl. 0 RNA era precipitado pela adição de 
2,5 volumes ( da solução aquosa) de Etanol Absoluto gelado por, 
no mfnimo, 2 horas a -20°C.
4- Separação de RNA poliadeni1ado
0 RNA total era dissolvido em 10 mM de Trls, 0,5 M de 
KC1 pH 7.5 e submetido a cromatograf1 a de afinidade em coluna 
de ollgo dT-celulose, seguindo basicamente o método descrito 
por Avlv & Leder < 1972). Segundo esse método, na presença de 
uma solução tampão <10 mM de Tris) de alta força iõnica <0,5 M 
de KC1), apenas o RNA rlbossômico ó elufdo da coluna. Com a 
diminuição da força iônica para um valor intermediário <0,1 M
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KC1) ê eluído o RNA de baixo peso molecular. 0 RNA 
po11aden11ado fica retido na coluna devido ao empare1hamento da 
cauda de poli A aos segmentos de ollgo dT e eó é ©lufdo quando 
a coluna é submetida ao tampão de baixa força iõnica (10 mM de 
Tris).
Ü RNA pol1adeni1ado, eluído da coluna sob baixa froça 
ionica era precipitado pela ação d© 2,5 volumes de Etanol 
Absoluto gelado, após a solução ter sido tornada 0,1 M em NaCl, 
como mencionado anteriormente.
5- Hibrídização "in situ"
5.1- Hibrldlzação com RNA ©ndógeno
As glândulas salivares eram fixadas em etanol-ácido 
acético (3:1) por 5 minutos. Em seguida, as glândulas ©ram 
transferidas para uma gota de ácido acético 50% © mantidas por 
10 minutos sobre uma superfície aquecida a 40°C. Após a 
incubação a quente, as glândulas ©ram esmagadas entre lâmina © 
lamínula, as preparações congeladas em Nitrogênio líquido e as 
lamínulas retiradas com auxílio de uma lâmina de barbear. Após 
remoção das lamínulas, as preparações eram imediatamente 
mergulhadas em Etanol Absoluto gelado e mantidas por, no
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mínimo, 2 horas a — 20°C, antes d© serem processadas para 
1munof1uorescência.
5.2- Hibridizaç^o com RNA ©xógeno
Nesse caso, foi utilizado o procedimento básico 
descrito em Bonner & Pardue, 1976 com algumas mod1fleaçg©3 , As 
glândulas salivares eram fixadas em etanol-ácido acético (3:1) 
por 5 minutos. Em seguida, as glândulas eram transferidas para 
uma gota de ácido acético 50% e esmagadas entre lâmina e 
lamfnula. Após congelamento em Nitrogênio líquido, as lamfnulas 
eram removidas e a preparação mantida em Etanol a -20°C por, no 
mínimo, 4 horas. As preparações eram, enteio, lavadas ©m 2xSSC 
(NaCl 0,30 H e Citrato de sódio 30 mM) ( 3 banhos de 10 minutos 
cada) antes de serem submetidas ao tratamento com RNase. P r a  
esse tratamento, uma gota de 20 jjI de uma solução 200 ji^/ml de 
RNase A em 2xSSC era colocada sobre uma lamfnula, virada sobre 
uma lâmina contendo a preparação cromossômica. ainda úmida da 
última lavagem com 2xSSC, As preparaçSes contendo RNase 
permaneciam, então, 2 horas a 37°C em uma câmara úmida, após o 
que eram lavadas em 2xSSC ( 3 banhos de 10 minutos cada). Após 
a lavagem, as preparações eram submetidas a um banho em 2xSSC a 
70«C por 30 minutos e uma lavagem rápida em 2xSSC à temperatura 
ambiente. A denaturação do DNA cromossômico era feita pela
i
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imersão das preparações ©m uma solução 0,07N d© NaOl-I por um 
minuto, seguido de um banho em 0,lxSSC e 3 outros banhos de 10 
minutos cada, em 2x£SC gelado. Após ess© procedimento, cada 
preparação ainda úmida ©ra virada sobr© uma lamínula contendo 
uma gota de 20 ul de uma solução d© RNA exógeno ©m 2xSSC ou 
2xTNS (Trls 0,02 M e NaCl 0,3 M). As preparações eram incubadas 
em câmara úmida por 10 a 24 horas , a 63°C.
6- Detecção de hfbridos DNA/RNA por imunof1uorescência indireta
0s híbridos DNA/RNA produzidos como descrito no item 
anterior foram detectados através da técnica d© 
imunof1uorescência indireta uti1izando-se soro de cabra 
imunizado com poli A/dT ( Kltagawa & Stollar, 19Q2) e um 
segundo anticorpo antl IqG de cabra conjugado com FITC. Nesse 
processo, as preparações eram lavadas em PBS ( 3 banhos d© 10 
minutos cada), viradas sobre uma lamínula contendo 20 jal do 
anticorpo diluído 1/20 em PBS e incubadas ©m câmara úmida a 
37“C por uma hora. Em seguida, as lamínulas eram retiradas com 
uma rápida lavagem em PBS © as preparações submetidas a 3 
banhos em PBS ( 10 minutos cada). Procedi a-se, então, a 
incubação com 20 jil de uma mistura do segundo anticorpo ( 
diluído 1/40 em PBS) e Azul de Evans 0,5% ( diluído 1/400 em 
PBS) nos moldes da primeira incubação. Após essa incubação, as
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preparações oram lavadas em PBS < 3 banhos d© 10 minutos cada), 
e cada uma foi virada sobre uma lamínula contendo 10 |il de uma 
solução de GliceroT PBS (9:1), esmagada levemente entre papel 
de filtro e analisada em microscópio de ©pif1uorescência. Nas 
diversas etapas do procedimento descrito acima, foi evitada a 
secagem do material.
7 - Eletroforeee de proteínas.
7.1- Prepararão das amostras
As glândulas a serem submetidas a eletroforese eram 
fixadas em TCA 10% por 30 minutos, a 4»c, lavadas por 10 
minutos em etanol 70%, seguida de uma mistura de etanol 95% e 
clorofórmio (1:1) e secas em estufa, a 37°C. A cada amostra 
eram, então, adicionados 15 pl de Tampão de Amostra ( 0,01 M de 
tampão fosfato, pH 6,9; 1% SDS; 0,1% de Mercaptoetanol e 4M de 
Uréia. A mistura era fervida por 2 minutos a 100°C e 5}il do 
volume restante eram acrescidos de uma solução contendo ljil de 
Asul de Bromofenol e ijil de Mercaptoetanol e submetidos a 
eletroforese. Em dlvereoa casos, outros 5 jil eram utilizados 
para a dosagem de pr^oteínas solúveis.
7.2- Eletroforese em géis de poliacri1amida-SDS
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A separação eletroforética dos polipeptfdios das 
glândulas salivares de larvas de Tr i chos i a pubescens foi 
realizada em placas verticais de 1 mm de expessura com géis de 
pol1acri1amlda e SDS (Laemmll, 1970, modificado por 
MacGlllivray & cols., 1972). Q gel de separação < poros finos) 
era preparado misturando~se 1 volume da Solução A < 48 ml de 
HC1 ÍM; 3,6 g de Tris; 0,23 ml de TEMED e água destilada para 
100 ml; pH 8,9) com 3 volumes da Solução B < 40 g de 
acrllamida; 0,6 g de bis-acr11amida e água destilada para 100 
ml), 4 volumes da S'olução C ( 0M d© uréia; 0,2% de SDS e água 
destilada para 100 ml) e 0,014 g de Persulfato de Amônio. Após 
2 horas de polimerização, era preparado o gel de empacotamento 
(poro grosso) pela mistura de 1 volume da Solução D (40,0 ml de 
HC1; 5,98 de Tris; 0,23 ml de TEMED e água destilada para 100 
ml, pH 6,7), 2 volumes da Solução E ( 10 g de acrilamida; 2,5 g 
de bis-acr11amlda e água destilada para 100 ml), 1 volume da 
Solução F ( 4mg de Riboflavina e água destilada para 100 ml) e
4 volumes da Solução C. A mistura era colocada sobre o gel de 
separação e um pente ( feito de acetato ou acrílico com 1 mm de 
expessura) para a formação dos poços de aplicação das amostras. 
Após a polimerização do gel superior ( não mais que 1 hora) o 
pente era retirado e a placa montada em uma cuba vertical, na 
qual era adicionado o tampão de corrida. Esse tampão consistia
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de 3 g de Trls, 14,4 g de Gliclna e 1 g de SDS, completado para 
o volume de 1 litro com água destilada.
A eletroforese era realizada em geladeira ( 4»c>, com 
amperagem constante de 12 mA. Após a corrida, os géis ©ram 
fixados por 1 hora em uma mistura de partes iguala de Metanol e 
ácido acético a 20%. Os géis eram, em seguida, corados com 
Coomassle Blue ( 0,5% dó corante em ácido acético 7%) por 2 
horas e diferenciados em banhos sucessivos de uma solução 
contendo metanol, ácido acético e água < 300; 70: £.30) .
7.3- Determinação dos pesos moleculares
Para estimarmos os pesos moleculares dos 
po1ipeptídios, foram corridas em paralelo misturas de proteínas 
de pesos moleculares conhecidos ( Fosfatase b, 94.000 d; 
Albumlna Bovina, 67.000 d{ Catalase, &0.000 d; , Plruvato 
qulnase, 57.000 d; Ovoalbumlna, 43.000 d; Lactato 
Desidrogenase, 3G.000 dj Anldraee Carbônica, 30.000 d; 
Qulmotrlpslna, 25.700 d; Inibidor de Trlpslna, 20.000 dj 
Mlogloblna, 17.200 d). Essas proteínas eram dissolvidas em 
Tampão de Amostra e a mistura aquecida a 100°C por 2 minutos 
antes de ser submetida la eletroforese.
7.4- Incorporação de aminoácidos radioativos "in vitro"
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Para a análise das frações polipeptídicas 
recém-sintetizadas, as glândulas salivares eram incubadas em 
Solução Salina < NaCl 36 mM, KC1 52 mM, Cada,, pH 0,8) contendo 
uma mistura de amlnoácidos radioativos ( New England Nuclear 
L •( iJ*CCU) ; 55,0 mCi/matom carbon, 0,1 mCi/ml). Em dois 
experimentos foi utilizado como precursor radioativo L-Leuclna 
3H ( Schwartz Mann, sp.act.55 Ci/mM). Em todos os casos, 1 jal 
do precursor era seco a vácuo sobre parafilme e, em seguida, 
dissolvido por 30 minutos com 1 jil de solução salina. Uma 
glândula era , então, incubada nessa gota, em câmara úmida, ò 
temperatura ambiente por 30 minutos.
8- Fluorografia
Após a eletroforese os géis eram corados, 
diferenciados e tratados para f 1uorograf1 a, segundo método 
descrito por (Bonner d Laskey, 1974). Esta técnica consiste na 
desidratação do gel em dois banhos com DMS0 por 30 minutos 
cada, seguidos por embebição em uma solução de PP0 22,2% em 
DMS0, por 4 horas, e precipitação do PPG por lavagem do gel em
2 banhos de água destilada por 1 hora. Esse processo era feito 
à temperatura ambiente em uma capela e sob agitação constante. 
Os géis eram, então, secos sob vácuo ò temperatura de 00°C, 
cobertos com filme de Ralo X <XR -1, X-Omat, R da Kodak) e
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mantidos por diferentes períodos de tempo < até 30 dias) em 
exposição a -OO^C. As chapas foram reveladas segundo indicações 
do produtor do filme e fotografadas.
9- Quantificação das proteínas solúveis nas amostras de 
eletroforese
A dosagem das proteínas presentes ©m alíquotas das 
amostras submetidas à eletroforese foi feita utilizando-se o 
"kit Protein Aesev” da Bio-Rad, o qual se baseia em método 
descrito por Bradford (1976). Nesse caso, uma alíquota de 5 }i 1 
era retirada de cada amostra antes da colocação do corante.. A 
essa al íquota eram acrescentados 395 jul de água e 100 jal do 
reagente Bto-Rad e as leituras foram feitas a um comprimento de 
onda de 595 nm em espectrofotômetro Beckmann, modelo ACTA III. 
As curvas padrões foram construídas com diluições sucessivas de 
soluções de Albumina Bovina ( Sigma). Essas determinações 
mostraram que a quantidade de proteína nos 5 >il de amostra 
aplicados no gel era da ordem de 8 í 0,Q )ig.
10- Análise densitométrica dos fluorogramas
Para essa análise, as chapas f 1uorográficas eram 
cortadas em tiras correspondentes a cada amostra submetida a 
eletroforese. Para cada uma dessas tiras era, inicialmente
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determinada a menor absorbância a 500 nm em espectrofotômetro 
Beckmann modelo ACTA III. Em seguida, o aparelho era calibrado, 
sendo esse menor valor normalizado para um valor padrão 
utilizado para todae as leituras. Cada tira de fluorograma era 
então submetida a um "scanning" com velocidade de leitura, de 
avanço do papel e da pena controladas. Assim, era obtido um 
densitograma para cada amostra de glândula salivar submetida a 
e 1etroforese.
A área total e dos picos de absorção dos diversos 
densitogramas foi determinada utllizando-se um Planfmetro. 0 
valor relativo final dos picos de absorbância, correspondente 
aos diferentes polipeptfdios separados por ' eletroforese, e 
expresso em porcentagem, foi conseguido através da seguinte 
relação;
valor relativo de área da região
um pico de absorção = ------------- —--------- “— — ■ 100%
área total do densitograma
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RESULTADOS
1. O padrão de síntese d© polipeptfdios das glândulas salivares 
varia seqüencialmente no fim do quarto estádio em paralelo a 
alterações no padrão de pufes.
Foram realizados experimentos com o objetivo de 
determinar o padrão de sfntese de polipeptfdios das glândulas 
salivares de larvas entre os períodos L3 e P3 do 
desenvolvimento larval. Nesses experimentos, as larvas eram 
separadas em períodos, segundo as características morfológicas 
externas. Essa classificação era depois confirmada pela análise 
citológica do padrão de pufes de uma das glândulas do par, 
enquanto a outra era utilizada para eletroforese.
Nas Figuras 1, 2, 3 e 4 estão apresentados os 
fluorogramas de separações eletroforéticas dos polipeptfdios d© 
glândulas salivares de larvas em diferentes períodos do 
desenvolvimento entre L3 e P3. Pode-se verificar que o padrão 
de síntese é bem constante entre os períodos L3 e L5 e passa 
a variar drasticamente a partir desse ponto. Entre L5 e Pl, o 
padrão de síntese é dominado por uns poucos polipeptfdios que 
formam manchas muito fortes de marcação, principalmente na
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67.000
57.000
43.000
25.700
17.200
L3 L4 L4 L4 L5 L6 16 16 L7 L7 P1 P1 P2 P2 P2 P3
Figura 1- Fluorograma de eletroforese de glândulas salivares de 
Tr 1chosla pubescens em diferentes períodos do 
desenvolvimento no fim do quarto estádio larval, marcadas 
"ln vitro” com L-leuclna aH . As setas indicam a posição das 
proteínas de pesos moleculares conhecidos.
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94.000 —
67.000 —
57.000 —
43.000 —
36.000 —
30.000 —
25.700 —
20.000 —
17.200—=-
P3 L7 P2 L 6 P1 P2 L5 L6 P3
Figura 2- Fluorograma d© eletroforese d© glândulas salivares d© 
Tr i chos i a pubescens em diferentes períodos do 
desenvolvimento no fim do quarto estádio larval, marcadas 
"in vitro" com uma mistura de aminoácidos L-^+C. As setas 
indicam a posição das proteínas d© pesos mol©cular©s 
conhecidos.
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Figura 3- Fluorograma de eletroforese de glândulas salivares de 
T r 1chos1 a pubescena em diferentes períodos do 
desenvolvimento no fim do quarto estádio larval, marcadas 
"in vitro" com uma mistura de aminoácidos L - ^ C .  As setas 
indicam a posição das proteínas de pesos moleculares 
conhec1 dos.
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20.000 —
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Figura 4- Fluorograma de eletroforese de glândulas salivares de 
Tr 1chost a pubescens em diferentes períodos do 
desenvolvimento no fim do quarto estádio larval, marcadas 
"ln vitro" com uma mistura de aminoácidos L -^C. As setas 
Indicam a posição das proteínas de pesos moleculares 
conhecidos.
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região de baixo peso molecular. Em alguns casos, pode-se 
verificar polipeptfdios que começam a ser sintetizados em 
pequena quantidade, nos períodos mais jovens, aumentam muito 
nos períodos subsequentes, para diminuir logo em seguida. Com 
relação a certas frações, todo esse processo ocorre entre três 
períodos consecutivos do desenvolvimento larval, cuja duração é 
de poucas horas.
Os resultados obtidos mostram nitidamente a
constância de sfntese de vários polipeptfdios ao longo de 
grande parte do desenvolvimento larval como, por exemplo, os de 
aproximadamente 90.000 d, 70.000 d e 57.000 d. E evidente, 
ainda, a variação contfnua de grande número de polipeptídios. 
Dois exemplos dessa variação são mostrados nas Figuras 3 e 4, 
com relação a um polipeptídio de aproximadamente 25.000 d que 
começa a ser sintetizado em L6, aumenta até PI e desaparece 
entre P2 - P3.
A análise dos cromossomos das glândulas salivares 
utilizadas nos experimentos de síntese de proteínas, mostrou 
que, no período estudado, ocorrem grandes alterações no padrão 
de pufes, com a regressão de grande parte dos pufes antes 
ativos e o aparecimentode um grande número de novos. Esses 
pufes expandem e regridem em uma ordem seqüencial definida, e
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muitos deles atingem grandes dimensões. Assim, foi possível 
relacionar os padrões específicos de pufes com os diferentes 
períodos do desenvolvimento larval.
A partir do fim do período L3, as faixas que 
originam os pufes de DNA começam a sofrer aumento de espessura. 
Esses pufes, no entanto, só começam a se expandir um pouco mais 
tarde, no fim do período L4 e início de L5. As principais 
variações no padrão de pufes de DNA que ocorrem a partir do fim 
do período L3, são apresentadas no esquema da Figura 5. 
Pode-se verificar que cada pufe permanece expandido durante um 
curto espaço de tempo que, em alguns casos, é de apenas umas 
poucas horas dentro de um único período do desenvolvimento.
2. As alterações no padrão de pufes no fira do quarto estádio 
são dependentes da presença contínua de ecdisterona.
Para testarmos o efeito da ecdisterona sobre os pufes
de DNA foram realizados experimentos de incubação "in vitro” de
glândulas salivares, em diferentes períodos do desenvolvimento,
em meio de cultura acrescido do hormônio. Nesses experimentos, 
enquanto as porções SI e S2a de uma glândula salivar era
incubada "in vitro" na presença de ecdisterona por 4 horas, o
segmento correspondente na outra glândula do par permanecia o
52
F A S E  LARVAL
REGIÕES  
CROMOSSÔMIC AS
286 295
HORAS AP<SS A T E R C E I R A  MUDA
Figura 5- Representação esquemática do comportamento dos 
maiores pufes de DNA que ocorrem na região SI de glândulas 
salivares de Trichosi a pubescens, durante o fim do quarto 
estádio larval. A espessura das figuras indica o grau 
relativo de expansão dos pufes.
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mesmo tempo em meio d© cultura acrescido apenas do solvente do
hormônio. As porções S2b das glândulas incubadas na presença e
ausência do hormônio foram fixadas imediatamente apÓ3 a
dissecção e utilizadas para determinação do período do 
desenvolvimento das larvas utilizadas.
Nos experimentos aqui relatados foi utilizada apenas 
a concentração de 2xlO~^M de ecdisterona. Essa concentração foi 
escolhida pois, em experimentos anteriores de injeção de 
ecdisterona em larvas em LI (Amabis, 1977; Amabis & Amabis, 
1984a) e de indução de pufes de DNA "in vitro" ( Ferreira, 
1981), foi a que proporcionou os melhores resultados. Da mesma 
forma, o meio de cultura utilizado foi o Tp (Trichosia 
pubescen); o melhor para incubação de glândulas dessa espécie, 
segundo resultados de Barbosa (1984). Quanto ao tempo de 4 
horas para a maioria das incubações "in vitro”, a escolha foi 
baseada em resultados anteriores ( Ferreira, 1981) que 
mostraram ser esse tempo o ideal para induzir pufes de DNA como 
o A28BbCa, que foi o mais estudado nesse trabalho.
Em preparações citológicas das porções SI e S2a de 
glândulas salivares, coradas com orceína, foi possível 
detectar-se 24 faixas que sofrem amplificação gênica ao longo 
dos diferentes períodos do desenvolvimento, entre L3 e P3. 
Essas regiões cromossômicas foram caracterizadas como sítios
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d© amplificação pelo aumento desproporciona 1 da quantidade d© 
DNA, visualizado pelo ©ngrossamento e aumento d© coloração das 
faixas era questão, em relação a faixas vizinhas.
Na Tabela 2, pode-se verificar o efeito da incubação
d© glândulas ©m meio de cultura isento d© hormônio, sobre o
padrão d© pufes da porção SI d© glândulas ©m diferentes 
períodos do desenvolvimento. Dos locos que sofrem amplificação,
não foram observados pufes nas seguintes regiões; A2Eb, A13Bb,
ClEd, C3Ca, C8D a , C23Ab © XlBDb. Na Tabela 3, visualiza-se. o
eferto da incubação d© glândulas em meio d© cultura acrescido
do hormônio. Dos locos qu© sofrem amplificação gênica, não
foram observados os pufes: A2Eb, A13Bb, B6A, ClEd, C3Ca, C23Ab
© XlODb.
Um fato interessante é o do pufe B 6A ter sido 
induzido era glândulas incubadas na ausência de ecdisterona © 
não ter sido detectado ©m glândulas incubadas na presença do 
hormônio.
Uma análise comparativa das Tabelas 2 e 3 nos mostra 
qu©, na grande maioria dos casos, na presença d© ecdisterona, 
os pufes são precocement© induzidos, em relação ao qu© acontece 
na ausência do hormônio.
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Tabela 2- Principais regiões cromossômicas que originam pufes 
d© DNA em T_^  pubescens e seu grau de expansão na porção SI 
de glândulas salivares de larvas em diferentes períodos do 
fim do quarto estádio larval 0 <C= Controle), e após 
tratamento "in vitro na presença do solvente da ecdisterona 
por 4 horas (T=Tratadas) . Os números 1,2 e 3 representam 
respectivamente pequeno, médio e máximo grau de expansão do 
pufe. A ausência de numeração significa que o pufe n^o 
estava presente.
Grau de expansão nos diferentes períodos
Re g i õe s  L4 L5 L& L 7 PI  P2 P3
cr omossômi cas  „  „  m
a n a l i s a d a s ^  C T ^ C  T _ C _T _ C__T C T C T __C T
X15Ad 3 1  3 1  3 1  3 1 3 1  3 1  3 1
C0Cb
B&A 3 2 1
A28AB 3 1 1 1
X3Cc 2 2  3 1  3 1 3 1 3  3 3
C10A 2 2 3 1 2 2 1
BI DbEa 2 . 3  1 1  1 2 1  1
A2Eb 3
C3Ca 1 2  3
C7B 2 1  1 1  2 1  3 1
C10D 1 3 1 3 2 3 3 2
C23Ab 3 1 1 2
C4B 3 2 2
B3Cb 1 1 3  1
Xl QDb 3 1
B25CD 1 1 2 3 3 2 1
B5F 1 3 1 1 3  2
C13Ea 1 2  3 3 2 1 1
A28BbCa 1 2 2 3 3 1 1
C2AbBa 1 2  3 2 2 1
Cl EdFa  1 1 2  3 2
C21CbDa 2 3
Al 3Bb 1 2
C2Bb 1 3  3 2
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Tabela 3' Principais regiões cromossômicas qu© originam pufes 
de DNA ©m T\_ pubescens © seu grau d© ©xpansão na porção SI 
d© glândulas salivvares d© larvas em diferentes períodos do 
fim do quarto estádio larval © (C= Controle), e após 
tratamento "in vitro na presença de ecdisterona 2xlO-'*M por 
4 horas (T=Tratadas). Os números 1,2 e 3 representam 
respectivamente pequeno, médio e máximo grau de expansão do 
pufe. A ausência de numeração significa que o pufe não 
estava presente.
Grau de expansão nos diferentes períodos
Regiões^ L4 L5 L& L 7 PI P2 P3
anali sadas C T C T C T C T C T C T C T
XI 5Ad 3 1 3 1 3 1 3 1 3 1 3 1 3 1
C8Cb 1
B6A 3
A2QAB 3 1
X3Cc 2 3 3 3 1 3 3 3
C1QA 1 2 3 1 2 2
BIDbEa 1 2 3 1 1 2
A2Eb 3
C3Ca 1 2 3
C7B 2 1 1 2 1 3 1 1
C10D 1 2 3 3 3 3 2
C23Ab 1 3 1
C4B 2 3
B3Cb 3
XlODb 3 1
B25CD 1 2 2 3
B5F 1 2 3 3 1
C13Ea 1 2 2 1 3 1
A20BbCa 2 1 3 2 3 3 1 1
C2AbBa 1 2 3 2 2 1
ClEdFa 1 3
- C21CbDa 2 2 3 3 1
A13Bb 1 2
C2Bb 1 2 3
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A indução precoce dos pufes em meio de cultura 
suplementado com ecdisterona é evidente, quando se compara o 
padrão de pufes das glândulas incubadas com os padrões 
observados durante o desenvolvimento normal das larvas. Em 
geral, a glândula incubada por 4 horas na presença de 
ecdisterona apresenta um padrão de pufes similar ao que 
ocorreria 1 ou 2 períodos mais tarde no desenvolvimento normal.
A maioria dos pufes de DNA detectados após tratamento 
"in vitro” , na presença e ausência.de ecdisterona aparecem 
tanto na porção SI quanto na porção S2a das glândulas 
salivares. Apenas os pufes A28AB e C10D apareceram somente em 
SI e o pufe C3Cb somente em S2a. Foi possível observar, pelo 
menos em relação a alguns pufes, que a expansão inicia-se 
antes em S2a do que em S I . Da mesma forma, a expansão máxima de 
vários pufes é atingida antes em S2a do que em S I .
Alguns dos maiores pufes de DNA induzidos "in vitro" 
na presença de ecdisterona, são apresentados na Figura 6 .
3. A3 alterações no padrão de pufes induzidos pela ecdisterona 
se refletem no padrão de síntese de polipeptídios. 0 pufe 
de DNA A28BbCa, em particular, pode ser correlacionado à 
síntese de um polipeptídio de 25.000 daltons.
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Figura 6- Aspecto d© algumas regiões cromossômicas (setas) que 
desenvolvem pufes de DNA nas glândulas salivares de 
Tr i chosi a pubescens. Em cada foto, à esquerda, aparece a 
região no momento da incubação e, à direita, depois da 
incubação por 4 horas na presença de ecdisterona 2xlO~‘vM. 
As fotos apresentam as regiões a) C4B; b)B25CD; c)C13Eaf 
d)A28BbCa; e)C21CbDa e f)C2Bb, cujos pufes foram induzidos 
em glândulas em período L5, L&, L&, L7, PI e P2, 
respect ivãmente.
Figura 7 - Fluorograma de eletroforese d© glândulas salivares de 
Tr i chos i a pubescens em diferentes períodos do 
desenvolvimento no fim do quarto estádio larval, incubadas 
"in vitro" na presença de ecdisterona 2xlÓ-'4M e por 30 
minutos em uma mistura de aminoácidos L-iJ,C. As setas 
indicam a posição das proteínas de pesos moleculares 
conhecidos. 0 quadro apresenta as principais regiões que 
originara pufes de DNA nos respectivos períodos do 
desenvolvimento, o tempo de incubação e o tamanho relativo 
do pufe após a incubação. Os números 1, 2 e 3 representam, 
respectivamente, pufes com grau relativo de expansão 
pequeno, médio e máximo. A ausência de numeração significa 
que o pufe não estava expandido. 0 * indica a região de
25.000 d.
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94.000 —
67.000 —
57.0G0 —
43.000 —
36.000 —
30.000
25.700 —
25.000
20.000 —
17.200 -*■
Tempo de
Incubação (h) 1 4 1 2 4 2 4 4 4
Pufes de DNA Tamanho do pufe após incubação
A28BbCa 1 1 1 2 2 2 1 3 3
B5F 1 3 2 3
B25CD 1 2 1 2 1
C2AbBa
C4B 3
C13Ea 1 2 2 1 2 1 2 1
C21CbDa 1 1
Período Larval L6 L7 L6 L6 L6 L6
.... . (
L5 L6
<
— s> L7
r ~
Figura 8- Fluorograma d© eletroforese de glandulas salivares d© 
Tr1chos i a pubescens em diferentes períodos do 
desenvolvimento no fim do quarto estádio larval, incubadas 
"ln vitro" na presença de ecdisterona 2x10~*íl e por 30 
minutos em uma mistura de aminoácidos L-iJ*C. As setas 
indicam a posição das proteínas d© pesos moleculares 
conhecidos. 0 quadro apresenta as principais regiões que 
originam pufes de DNA nos respectivos períodos do 
desenvolvimento, o tempo de incubação © o tamanho relativo 
do pufe após a incubação. Os números 1, 2 © 3 representam, 
respectivamente, pufes com grau relativo de expansão 
pequeno, médio e máximo. A ausência d© numeração significa 
que o pufe não estava expandido. 0 * indica a região d©
25.000 d.
Tempo de
Incubaçao (h) 1 1  1 1 1 2 2 2 2
Pufes de DNA Tamanho após incubação
A283bCa 1 1 1 2 1 2 2 3 3
B5F 3 1 1
B25CD 1 1 2 2
C2AbBa
C4B
C13Ea 3 1 1  3 2 2
C21CbDa 1 1
--------------------------1------------- - --- 1--- 1-------------T —
Período Larval L6 ----- > L7 L7-- > P1 L7 L7 L7
' í gur a 9- F 1uorograma de eletroforese de glândulas salivares de 
Trlchos1 a pubescens em diferentes períodos do 
desenvolvimento no fim do quarto estádio larval, incubadas 
"in vitro" na presença de ecdisterona 2xlO“^M e por 30 
minutos em uma mistura de aminoácidos L--iJ*C, As setas 
indicam a posição das proteínas d© pesos moleculares 
conhecidos. Ü quadro apresenta as principais regiões que 
originam pufes de DHA nos respectivos períodos do 
desenvolvimento, o tempo de incubação e o tamanho relativo 
do pufe após a incubação. Os números 1, 2 e 3 representam, 
respectivamente, pufes com grau relativo de expansão 
pequeno, médio e máximo. A ausência de numeração significa 
que o pufe não estava expandido. 0 * indica a regido de
25.000 d.
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94.000 —
67.OCO—
57.000 —
43.000 —
36.000 —
30.000 —
25.700 —
25.000 * —
20.000 —
17.200 —
Tempo de
Incubação (h) 2 4 4 4 4 4 4 4 4
Pufes de DNA Tamanho do pufe após incubação
A28BbCa 1 1 2 2 3 2 3 3
B5F 3 1 3
B25CD 2 2
C2AbBa 1
C4B
C13Ea 2 3 3
C21CbDa
t-----------------------------------• r
Período Larval L6 L6 -------------- * *  L7 L7 L7
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A incubação "in vitro" de glândulas de larvas entre 
os períodos L5 e P2, na presença de ecdisterona, provoca 
alteraçÇSes no padrlo de síntese dos polipeptídios. Nas Figuras 
7 , 8  e 9 são mostrados fluorogramas de eletroforeses de 
glândulas salivares em diferentes períodos do desenvolvimento 
larval, após incubação "in vitro", por diferentes intervalos de 
tempo, na presença de 2x10 d© ecdisterona. Nota-se, nessas
figuras, a predominância de síntese de algumas frações 
p o 1ipeptídicas, principalmente uma com cerca de 25.000 d, outra 
com aproximadamente 60.000 d e uma terceira cora aproximadamente
70.000 d. Além dessas faixas bem evidentes, ocorreram, em 
alguns casos, outras muito mais fracamente marcadas.
Um resultado marcante em todos os fluorogramas de 
glândulas L5 a PI incubadas com o hormônio foi a presença, com
diferentes intensidades de marcação, do polipeptídio de cerca
de 25.000 dal tons. 0 índice de correlação entre a presença
desse polipeptídio e a do pufe de DNA Â2QBbCa, em diferentes
graus de expansão, foi de 97,5 %. Em vários casos, quando as
larvas encontravam-se em período L7 no momento da dissecção,
esse foi o único grande pufe presente nos cromossomos
politênicos. Nessa situação, em diversos exemplos,
principalmente quando o tempo de incubação "in vitro" ,foi de 4
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horas, um dos únicos p o 1 ipeptídios claramente marcados nos 
fluorogramas foi o do 25.000 daltons.
Quando são comparadas as figuras 3 © 4 com as B e  9, 
fica clara a alteração no padrão d© síntese de polipeptídios 
nas glândulas salivares, após incubação "in vitro" na presença 
d© ecdisterona. No caso de glândulas de larvas em período L7, é 
nítida a diminuição de síntese d© uma série d© polipeptídios e 
o*aumento de síntese da fração de 25.000 d. Nesse caso, o 
padrão de síntese se torna semelhante ao de glândulas no 
período seguinte do desenvolvimento larval (PI - P2), não 
incubadas "in vitro".
Os fluorogramas, após terem sido fotografados, foram 
cortados e as tiras correspondentes a cada amostra d© glândula 
foram submetidas à análise densitométrica. Todos os valores 
obtidos nessas análises são relativos, uma vez qu© para cada 
tira d© fluorograma, era feita uma leitura prévia e determinada 
a D.0. da chapa d© Raio X. Em seguida, com base nesse valor, o 
espectrofotômetro era normalizado para vim valor menor de 
absorbância, previamente estabelecido para todos os 
f 1uorogramas.
Na Figura 10a, encontram-se o fluorograma e a 
correspondente análise densitomótrica de uma glândula de larva
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caracter i st. i camente ©m período L 7, incubada "in vitro" na
presença d© ecdisterona, por 4 horas. Nessa amostra, a única
marcação bem definida é a da região d© 25.000 d, apesar d© na
densitometria ocorrer uma outra região de absorbância muito
pequena. A absorbância da região d© 25.000 d representa, nessa 
amostra, 34% do total de absorbância do f 1uorograma. A anális©
cito lógica de porções dessa glândula mostrou que, no momento da
dissecção, estavam presentes os pufes d© DNA C7B, C13Ea,
C21CbDa, B25CD © X3C e, após 4 horas d© incubação com o
hormônio, apenas o pufe A28BbCa, inicialmente ausente, estava
presente em grau máximo de expansão; as demais regiões, antes
expandidas, agora não apresentavam pufes.
A Figura 10b, apresenta o fluorograma e a 
correspondente análise densitomótrica d© uma glândula d© larva 
entre os períodos L6 - L7, incubada "in vitro" por 4 horas, na 
presença d© ecdisterona. Pode-se notar a grande absorbância na 
região correspondente a 25.000 d e a presença de alguns outros 
picos bem menores de absorbância. Nesse caso, a absorbância da 
região de 25.000 daltons representa 30,8£> % do total de 
absorbância do fluorograma. A anális© citológica de porções 
dessa glândula mostrou qu©, no início da incubação, ©stavam 
presentes os pufes d© DNA C3Ca, C4Ba ( em fase de regressão), 
C7B, C21CbDa, B25CD ( e m  início de expansão) © X3C. Após 4
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Figura 10- Densitogramas de dois f 1uorogramas de glândulas de 
larvas de Tr1chos1 a pubescens incubadas 'in vitro" na 
presença de ecdisterona 2xl0~-*M por 4 horas. Em A) glândula - 
em período L7 e em B) glândula ©m período L6-L7. Em cada 
análise encontram-se inseridos o respectivo fluorograma e o 
aspecto do pufe A28BbCa no momento da eletroforese. A seta
indica a região de 25.000 d.
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horas de incubação na presença de ecdisterona, estavam 
presentes, ainda que com pequeno grau de expansão, os pufes 
C13Ea e B25CD. 0 pufe A28BbCa, ausente no início da incubação, 
apresentava-se em grau máximo de expansão.
A fim de melhor comparar os resultados das glândulas 
incubadas "in vitro” , na presença do hormônio, com a situação 
que ocorre no desenvolvimento normal, foram feitas medidas 
dens 1tométricas de fluorogramas de glândulas em diferentes 
p&ríodos do desenvolvimento.
Ha figura 11 apresentamos exemplos dessas análises. 
Nesse caso, os gráficos densitométridos estão ordenados em 
seqüência correspondente aos períodos do desenvolvimento larval 
entre L6 e P2, Justamente aqueles que foram detalhadamente
estudados nas mcubaçQes "in vitro” e onde ocorre a expansão do 
pufe A28BbCa . Pode-se observar, nessa figura, a presença do 
p o 11peptídio de 25.000 d e o aspecto da região A28bBCa, em 
cada uma das amostras de glândula salivar submetida à 
e 1etroforese.
No gráfico da Figura 12, estão comparadas as 
quantidades relativas da proteína de 25.000 d, expressa em % de 
absorbância da região correspondente, em diferentes períodos 
do desenvolvimento larval. Pode-se verificar que essa proteína
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L3 L4 L5 L6 L7 PI PZ P3 
FASE L A R VAL
Figura 12- Medidas relativas de densidade óptica da região de
25.000 d, em densitogramas de fluorogramas de glândulas 
salivares de larvas de Tr i chos i a pubescens, em diferentes 
períodos d o f i m  do quarto estádio larval.
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começa a ser sintetizada entre os períodos L5 e L6 , aumenta
gradativãmente em quantidade até PI e diminui progressivamente
até P 3 . Todo o ciclo de síntese da proteína d© 25.000 d dura 
cerca de 12 a 15 horas.
Em dois experimentos de separação eletroforética 
de po 1 ipeptídios, utilizamos como amostras a secreção salivar 
de glândulas em diferentes períodos do desenvolvimento. Para a 
obtenção da secreção, a boca das larvas era tampada com 
parafina aquecida. Após 2 horas, as larvas eram dissecadas com 
cuidado, para evitar o rompimento das glândulas e essas ©ram, 
então, transferidas para uma gota de solução salina onde ©ram 
perfuradas com um estilete. A secreção qu© extravasava para a 
gota de salina era aspirada com auxílio de uma micro agulha de 
vidro. 0 material recolhido era, então, dissolvido em Tampão de 
Amostra e tratado para eletroforese da mesma maneira qu© as 
glândulas.
Na Figura 13 é apresentado um gel de separação 
e 1etroforética dos polipeptídios da secreção salivar, corado 
com Coomassie Blue. Nesse caso, é possível verificar a presença 
de um polipeptídio de 25.000 daltons , componente da secreção 
salivar de larvas entre os períodos L7 e P2 do
desenvolvimento. Esses resultados estão de acordo com os 
obtidos por Benozzati M.L. ( comunicação pessoal), que mostram
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67.000 —
57.000 —
43.000 —
25.700 —  
25.000*“
17.200 —
L 6 L7 P1 P1 P3 L7 P1 P1 P2
Figura 13- SeparaÇ^o e 1etroforótica dos p o 1ipeptfdios da 
secreção salivar de larvas de Tr i chos i a pubescens, em 
diferentes períodos do fim do quarto estádio larval, As 
setas indicam as posiçoos das protefmas de peso molecular 
conhecido. 0 * indica a região de 25.000 d.
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ser o polipeptídio de 25.000 d um dos componentes da secreção 
de larvae nesse período do desenvolvimento.
4- A transcrição na regi3o A2SBbCa inicia-se antes da expansão 
do pufe. G produto de trancrlção desse pufe é um RNA 
po11aden11ado, muito abundante em células de glândulas L7,  
incubadas na presença de ecdisterona.
A fim de se detectar a presença de RNA complementar à 
região A28BbCa, nos períodos anteriores e durante a expansão do 
pufe, foram utilizadas as técnicas de hibridização endógena e 
detecção imunológica dos híbridos.
Através dessa metodologia, foi possível verificar que 
RNA complementar à região A28BbCa está presente naquela região 
cromossômica a partir do período L5, isto é , cerca de 15 horas 
antes do início da expansão do pufe ( Figura 14). A origem de 
híbridos endógenos em preparações cromossômicas não está 
totalmente esclarecida, mas tudo Indica que a maior parte 
deles seja produzida pela hlbrldlzação do RNA recém- 
sintetizado do DNA molde no decorrer do processamento da 
preparação citológica. Assim, a fixação com ácido acético 
provocaria a denaturação do DNA cromossômico e, durante as 
lavagens com PBS, nas regiões ativas, ocorreria hlbridização do
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Figura 14- Seção cio cromossomo A de Tr i chosi a pubescens em 
preparações de glândulas salivares de diferentes períodos 
do desenvolvimento, após hibridização endógena e detecção 
dos híbridos DNA/RNA por imunof1uorescência indireta. 0 
traço indica a região A2QBbCa.
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RNA recém" sintetizado com o DNA complementar. Essa reaçíSo 
seria multo rápida em conseqüência, por um lado, da proximidade 
e talvez mesmo da ligação, através da RNA polimerase, do RNA 
recém- sintetizado ao DNA molde e, por outro lado, da grande 
concentração de RNA, quando se considera urna dada regido 
cromossômica que se encontra em atividade.
Ob híbridos presentes nas preparações de glândulas em 
diferentes fases do desenvolvimento foram detectados através de 
anticorpos específicos. Em preparações tratadas cora RNase, a 
reação com o anticorpo foi totalmente negativa, n3o só na 
região A28BbCa como em todas as demais regiões cromossômicas.
Em glândulas de larvas em período L7 incubadas "in 
vitro" na presença de ecdisterona e onde o pufe A20BbCa foi 
induzido a se expandir, foi possível detectar intensa 
f 1 uorescênci a nessa regi"ao cromossômi ca, após tratamento para 
hlbrldlsação endógena < Figura 15).
Em glândulas de larvas em período L7, incubadas "in 
vitro" na presença de ecdisterona e alfa- amanitina e tratadas 
para detecção de hibridizaç3o endógena, verifica-se que a 
intensidade de fluorescência na regido nucleolar praticamente 
não se altera, sendo comparável ò dos controles n3o tratados 
com o Inibidor ( Figura 16). Já na regido do pufe de DNA
Figura 15- Seç^o do cromossomo A de Tr i chos i a pubescens 
apresentando o pufe A28BbCa (seta), induzido a se expandir
"in vitro" em glândulas salivares de larvas ©m período L7, 
incubadas "in vitro" na presença de ecdisterona por 4 
horas. As preparações foram submetidas a hibridização 
endógena e os híbridos DNA/RNA detectados por 
imunof1uorescência indireta.
gura 1&- Seç3o do cromossomo X d© Tr i chos i a pubescens 
apresentando a região organizadora do nucléolo (seta}, em 
glândulas incubadas na presença de : A) ecdisterona, B) 
ecdisterona e alfa -amanitina. As preparações foram 
submetidas a hibridização endógena e os hfbridos DNA/RNA 
detectados por imunof1uorescência indireta.
A28BbCa a fluorescência diminui muito em re 1 ação ao controle 
não tratado com inibidor © em relação às RONs da mesma 
preparação. Além disso, como mostra a Figura 17, nessas 
condlç<5es, esse pufe deixa d© se expandir. Na verdade, nos 
experimentos com alfa- amanitina, ocorre uma variação dentro de 
cada preparação, sendo que tanto a diminuição de hibridização 
quanto a não expansão do pufe A28BbCa não é homogênea ©m todas 
as células. Em muitas células não se det©cta mais hibridização, 
em outras ocorre diminuição da hibridização ©, em algumas, a 
hibridização aparece em níveis semelhantes ao dos controles.
Com o objetivo de se verificar a abundância d© 
transcritos da região A28BbCa em glândulas salivares d© larvas 
L7, incubadas na presença e na ausência de ecdisterona, RNAs 
totais foram extraídos dessas glândulas e hibridizados "in 
situ" em preparações de cromossomos politênicos d© glândulas 
salivares de larvas em período L4. Através da técnica d©
1munof1uorescência indireta, foi possível determinar as regiSes 
dos cromossomos politênicos com seqüências de DNA 
complementares aos RNAs extraídos das glândulas, nas condições 
descritas acima. A Figura 18 mostra a hibridização çpm RNA 
extraído de glândulas de larvas em L7, incubadas na presença de 
ecdisterona. Pode-se notar a intensa fluorescência na porção
terminal do cromossomo A. £ possível verificar ainda que as
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Figura 17- Seção do cromossomo A d© Tr i chosi a pubescens 
apresentando a região A2833bCa (seta) , em glândulas 
incubadas na presença de ; A) ecdisterona, B) ecdisterona e 
alfa -araanitina. As preparações foram submetidas a 
hibridização endógena e os híbridos DNA/RNA detectados por 
imunof1uorescência indireta.
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Figura 18- Hibridização "in situ" com RNA total extraído de 
glândulas de larvas de Tr i chosi a pubescens t em período L7,  
incubadas "in vltro" na presença de ecdisterona 2 x 1 0 por 
4 horas. Os híbridos DNA/RNA forarn detectados por 
imunof1uorescência indireta. A seta indica a região 
A2GBbCa.
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marcações em outras reg i ões dos cromossomos pol i tên i cos foram 
muito fracas, com excessão da regido núcleolar do cromossomo X, 
que apresentou uma intensidade de marcação rol ativamente 
grande.
Uma constância nas preparações descritas acima foi o 
aparecimento de duas faixas de fluorescência, na porção 
terminal do braço curto do cromossomo A. Essas faixas foram 
localizadas, respectivamente, nas regiões A28AB e A28BbCa. Nas 
preparações hibridizadas com RNA extraído de glândulas 
incubadas tanto na presença quanto na ausência de ecdisterona, 
as lntensidades de fluorescência sobre as regiões A28AB foram 
semelhantes. Já com relaçSo h regido A28BbCa, observou-se uma 
maior fluorescência nas preparações hibridizadas com RNA de 
glândulas tratadas com ecdisterona, em relaçíSo às tratadas com 
RNA de glândulas incubadas na ausência do hormônio ( Figura 
19) .
Uma evidência de que o RNA que hibridiza na região 
A28BbCa é transcrito a partir de vim DNA que sofre amplificação 
gênica, foi obtida no experimento descrito a seguir. Nesse 
caso, foram feitas preparações mistas de glândulas em perfodos 
L2 e L5-L6, de modo que na mesma lâmina coexistiam cromossomos 
com a região À283bCa n3o amplificada e amplificada. As 
preparações foram hibridizadas com RNA extraído de glândulas de
/
igura 19- Hibr idizaçSSo ” in situ” com RHA -total extraído de 
glândulas de larvas de Tr i chos i a pubescens, em período L7, 
incubadas "in vitro" por 4 horas na presença.- A) de 
ecdisterona 2xlO--4H , B> do solvente do hormônio. Os 
híbridos DNA/RNA foram detectados por imunof1uorescência 
indireta. A seta indica a região A20BbCa e, o traço, a 
região A28AB.
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larvas era período L7 incubadas ”in vitro" na presença d© 
ecdisterona. A intensidade de fluorescência na porção terminal 
do braço curto do cromossomo A foi comparada em cromossomos de 
período L2 o L5-L&, reconhecidos pelo tamanho e padrão de 
pufes. Verificou-se que enquanto a fluorescência na região 
A28AB é semelhante nos dois tipos de cromossomos, na região 
A28BbCa ela é maior nos cromossomos das larvas em fases mis 
avançadas do desenvolvimento ( Figura 20).
0 RNA total extraído de glândulas L7, incubadas "in 
vitro" na presença e na ausência de ecdisterona, foi submetido 
a cromatografia de afinidade em coluna de oligo dT~ celulose, 
para separação da fração po1iadeni1ada. Â coluna testada com 
RNA po1iadeni1ado sintético mostrou uma eficiência de retenção 
de 97,55%.
Para o RNA de glândulas incubadas na presença de 
ecdisterona, foi possível obter, a partir de 200 pares de 
glândulas, uma quantidade de aproximadamente 15 pg de RNA 
po11aden11ado, o que representava cerca de 0,3% do RNA total 
passado na coluna de separação.
Os RNAs pol1adeni1ados foram hlbrldizadoe "in situ", 
em preparações de cromossomos politênicos de glândulas de 
larvas em período L4. Nessas hibridizações, foi possível
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A
Figura 20- Hibridização "in situ" com RNÃ total, extraído de 
glândulas de larvas de Tr i chos i a pubescens, em período L7,  
incubadas "in vitro" por 4 horas na presença de ecdisterona 
2xl0~'*M. 0 RNA foi hibridizado sobre preparações 
cltológicas mistas, contendo cromossomos de glândulas de 
larvae em periodo: A) L2; B) L5-L6. Os híbridos DNA/RNA 
foram detectados por imunof1uorescência indireta. A seta 
indica a região A28BbCa e, o traço, a regido A28AB,
C
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verificar que as duas faixas ( À28AB e À2QBbCa) da porção 
terminal do braço curto do cromossomo A, hibridizam com a 
fração po]iadeni1ada. Como podo ser visto na Figura 21, a 
marcação na região A20BbCa foi maior nas hibridizaçSes com RNA 
po1iadeni1ado extraído do glândulas salivares, incubadas na 
presença de ecdisterona. Por sua vez, , na região A23AB, a 
intensidade de marcação foi semelhante para os RííAs 
po1iadeni1ados provenientes de glândulas submetidas aos dois 
tipos de tratamento.
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Figura 21- Hibridizaçao "in situ" com RNA poliadeni1ado, 
extraído de glândulas de larvas de Tr i chosi a pubescens em 
período L7 , incubadas "in vitro" por 4 horas na presença: 
A) de ecdisterona 2xlO“*M ; B) do solvente do hormônio, Os 
híbridos DNA/RNA foram detectados por imunof1uorescência 
indireta. A seta indica a região A28BbCa e, o traço, a 
região A20AB.
DIscussso
Em Tr 1 chos 1 a pubescens, como em outroe dfpteros, 
modiflcaçges no padrUo do atividade gênica das células das 
glândulas salivares podem ser facilmente detectadas graças a
modificações no padrlío d© pufes1. Essa característica permitiu
i
uma análise das variações no padrão de atividade gênica nos 
cromossomos dessa espécie, ao longo do desenvolvimento larva 1 (
Àmabis, 1974« 1983b). Nesses trabalhos, foi verificado que o
^ 1 i 
padrão de atividade gênica é bem constante durante a maiorI
parte do quanto estádio larval e que ele passa a variar 
drasticamente nas fases que precedem a muda pupal.
I
Os resultados obtidoe neste trabalho confirmam esses 
dados anteriores mostrando que, a partir da fase L3- L4,
I
lnlcíam-se drásticas alteraçSes no padrão de pufes das 
glândulas sai ivares. Essas alterações envolvem, principalmente,
pufes de DNA. Alguns desses pufes iniciam a expansão ainda em
!
período L3-L4, mas a fase de maior atividade, representada pelo 
número e dimensão dos pufes, é atingida nos perfodos seguintes 
• L5, L6 , L7 e Pi. Em larvas mais velhas ( períodos P2 e P3> , 
próximas da época de pupaç^o, o número d© pufes de DNA diminui 
novamente. Pode-se verificar que, de modo geral, 3 medida que 
se avança no desenvolvimento, os pufes de DNA passam a ter
clnéticas de expansão e regressão mais rápidas, permanecendo 
menos tempo expandidos. Assim, por exemplo, os pufes de DNA 
C4B, B3Cb, XlBDb, BS5CD, B5F, ClSEa, A28BbCa, C2AbBa, C2Bb, 
ClEdFa, A13Bb e CSICbDa apresentam cinéticas de expansão © 
regressão rápidas; eles completam todo o ciclo entre 6 e 10
I
horas.' I
l
A época que precede a muda pupal é uma fase de
l
drásticas alterações de atividade gdnica nas glândulas 
sal 1 vares de larvas de diversas espécies de dípteros ( 
Ashburner, 1970b). Este fato mostra que esses órgãos estlío 
relacionados ! as grandes modificaçQes morfológicas e 
fisiológicas que ocorrem com o animal durante a pupaç^o, desde
a construção do casulo até a histólisa dos tecidos Jarvais. Os
l
resultados em Rhynchosc1 ara sugerem que, nos Sclarfdios, as 
drásticas alteraçSes no padrão de pufes das glândulas salivares 
estao relacionadas à produção, por esses órgãos, de frações
I . .
protéicas que participam da formação do casulo ( Uinter & 
cols., 1977b). 1I •
Em Tr1chos1 a pubeecens, uma importante função das
glândulas salivares é a síntese 1 de p o 1ipeptfdios que fazem
l ' ,
parte da secreção salivar < Benozzati S Amabis, 1903). No 
decorrer do período L I , o padrão de síntese de pol ipept.ídios 
nas glândulas é bem constante e as frações quantitativamente
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mala importantes são componentes da secreção salivar. Essa 
constância no; padrão de síntese de polipeptfdios pode ser 
relacionada a uma constância no padrão de pufes, ao longo dessa 
fase do desenvolvimento larval < Amabis, 1383b, Benozsatl & 
Amabis, 1983).
I
Por outro lado, nossos resultados mostram que a 
partir do período L4-L5, paralelamente às alterações no padrão 
de pufes, ocorre uma variação seqüencial no padrão de síntese 
de polipeptídios das glândulas salivares. No entanto, durante 
as fases L2,L3 e L 4 , as alterações no padrão de pufes ( Amabis, 
1974, 19Q3b) não são acompanhadas por alterações no padrão de 
síntese de proteínas. Nessas fases, as glândulas continuam a 
sintetizar praticamente as mesmas frações protéicas que vinham 
eendo s 1 ntet 1 sajdas no período LI (Benozati & Amabis, 1983). 
Uma vs2 que os pufes presentes em L I , muitos dos quais devem 
codificar para as proteínas da secreção de larvas jovens C 
Benozzati & Amabis, 1983), regridem no período L2 ( Amabis, 
1974, 19S3bj Amabis & Amabis, 1984a), o controle da síntese 
desses pollpeptídios deve ser mais a nível de tradução do que 
de transcrição. Essas observações indicam, portanto, que nessas 
fases do desenvolvimento, os RNAs mensageiros que codificam
para os polipeptídios da secreção são estáveis, com uma vida 
média relativamente grande.
As a l t e r a ç õ e s  no padrão de síntese de polipeptídioa 
que ocorrem a partir da faee L5 são particularmente drásticas, 
com a síntese de algumas frações chegando a ser detectada em 
apenas uma faae larval, com duração„m e n o r  do que 6 horas. Isso 
Indica que muitos dos RNAs mensageiros que codificam para essas 
frações protéicas devem ser altamente instáveis. Uma vez que as 
alterações no padrão de síntese de p o 1ipeptídios são paralelas 
a alterações seqüenciais no padrão de pufes de DNA, é possível 
supor-se que pelo menos alguns desses pufes sejam responsáveis 
pela síntese de RNAs mensageiros instáveis, que codifiquem para 
aquelas frações protéicas.
Essa hipótese explicaria o significado dos pufes de 
DNA : a produção de grandes, quantidades de proteínas 
específicas em curtos espaços de tempo exigiria um sistema de 
mensageiros instáveis e, consequentemente, a amplificação dos 
genes codificadores. A sugestão de que os pufes de DNA 
codificam para proteínas sintetizadas por períodos de tempo 
relativamente curtos, tem apoio em trabalhos com outras 
espécies de sciarídios. Em Bradysi a hyqida, foi verificado que 
a Inibição seletiva de pufes de DNA provoca diminuição na 
síntese de algumas frações polipeptídicas nas glândulas 
salivares que são sintetizadas em fases específicas do fim do 
desenvolvimento larval ( Lalcine & cola., 19Q0). Em
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Bhynchosci ara ameri cana, foi possível correlacionar pufes de 
DNA específicos com a síntese de RNAs po 1iadeni1ados instáveis 
e com a produção d© fraçSes protéicas presentes na secreção 
salivar ( U m t e r  & cola., 1977b; de Toledo & Lara, 1978; 
Bonaldo & cols., 1979; Alvarenga, 1980).
Gomo em outros dfpteros ( Ashburnea^ & Berendes, 
1978), as alterações no padrão de pufes d© cromossomos 
p o 11tênicos'de glândulas salivares de Trichosia pubescens são 
desencadeadas por uki aumento da taxa de ece$Jp>terona na 
hemolinfa de larvas em fim de quarto estádio ( Amabis, 1977; 
Ferrrelra, 1981; Amabis & Amabis, 1984a,b ). 0 efeito desse 
hormônio sobre pufes tem sido demonstrado em diversas espécies 
de djpteros, através da injeção do hormônio em larvas jovens e 
da incubação "in vitro" de glândulas salivares na presença do 
hormônio < Clever & Karlson, 19&0; Clever, 1964a ; Clever &
.Romball, 1966; Crouse, 1968; Áshburner, 1970b; Ashburner, 
1971a; Berendes â Thljsen, 1971; Stocker â Pavan, 1974; 
Ashburner â cols., 1974; Amabis, 1977; Alvarenga, 1980; 
Ferreira, 1981).
A indução de pufes "in vitro" pela ecdisterona tem 
sido observada em diversos sistemas. Em Chlronomus (Kroeger, 
Í9é»€i> , a indução "in vitro" ficou restrita a pufes primários. 
Em Drosoph 11 a hydel (Berendes, 1967), um grande número de pufes
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p r i m á r i o s  também foi induzido, após tratamento ”in vitro" com 
ecdisona. Em Drosophl1 a melanoq aster, por outro lado, 
conseguiu-se a induçSo tanto de pufes primários quanto de 
secundários, após incubações por períodos de até 12 horas, em 
melo Grace contendo ecdlsona ( Ashburner, 1972). Em 
Rhynchoec l ara anier l cana, Alvarenga (19Q0) cita a indução de um 
pufe de DNA em glândulas salivares de larvas em início de rede, 
após incubaçlo em meio TDGPL, suplementado com ecdisterona e 
com hemollnfa. Em Trlchosla pubescena, a incubação de glândulas
• I
de larvae jovens < período LI) ” in vitro", em meio de cultura 
suplementado com ecdisterona, induz o rápido aparecimento dos 
pufes primários, mas o ciclo de indução nlo progride mesmo em 
lncubaç5©s de até 24 horas (Barbosa, 1984), Ho entanto,' nessa 
espécie, após a injeção de ecdisterona em larvas jovens slo 
induzidos pelo menos IS pufes entre^jnela hora e duas horas; 12 
entre 2 e í, horas e muitos outros aparecem a partir de 10 horas 
.0 ciclo de atividade gênica induzido pela ecdisterona, que se 
reflete na expansão e regressão ordenada de pufes, dura cerca 
de 30 horas a partir da Injeção do hormônio e é muito 
semelhante ao observado no fim do desenvolvimento larval (. 
Amabls & Amabls, 1984a).
Com base nos resultados de indução de pufes de T . 
pubescena pela ecdisterona, pode-se indagar se, nesse sistema,
o hormônio atua apenas como um gatilho, desencadeando todo o 
processo de indução seqüencial, ou se sua presença seria 
necessária continuamente para a manutenção do processo.
Experimentos de ligadura de larvas dessa espécie 
mostraram que a ecdisterona é , necessária pelo menos até o 
período L4, ou seja, bem após a indução dos primeiros pufes
secundários. A partir dessa fase, a indução seqüencial dos
i
pufes prossegue normalmente, mesmo na ausência do principal 
sistema endócrino ( Amabis & Amabis, 1304b). Fenômeno 
semelhante foi observado em experimentos de ligadura de larvas 
de Rhynchosclara ( Amabis & cola., 1977).
Esses resultados, no entanto, não nos permitem 
concluir se após o período L4, a presença de ecdisterona n?ío é 
mais necessária para a manutehç^o do processo de indução 
seqüencial dos pufes. Se nessa fase fosse atingida uma 
concentração crítica suficiente para dar continuidade ao 
processo de indução de pufes, ele progrediria normalmente, 
independente da eliminação do sistema endócrino. Por outro 
lado, não se pode descartar a possibilidade desse hormônio 
estar sendo sintetizado por outro órg^ío, após aquela fase 
crítica. •
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A dependência da presença de ecdisterona para a 
indução de pufes característicos de larvas após o período L5, 
foi demonstrada em experimentos de incubação "in vitro". Um 
estudo detalhado do pufe de DNA A2QBbCa, característico de 
larvas em período P1-P2, mostrou a necessidade de ecdisterona 
no meio de cultura para sua indução "in vitro” . Nesse caso, a
presença de ecdisterona no meio de cultura na concentração de
i
2xiO“-*M, é necessária, pelo menos, nos 15 minutos iniciais de 
incubação e-o pufe atinge seu grau máximo de expansão após 4 
horas (Ferreira, 1981).
No presente trabalho, verificamos que diversos pufes 
tardios de T_^  pubescens, da mesma forma que o A28BbCa, dependem 
da presença de ecdisterona no meio de cultura para serem 
induzidos. Foi possível detectar a indução de pelo menos 1/3 
dos pufes de DNA de Tr i chos i a, em glândulas entre os períodos 
L4 e P3, incubadas "in vitro" por 4 horas na presença de 
2xlO~*M de ecdisterona. Na Tabela 4 pode-se visualizar alguns
I
desses pufes e os respectivos períodos do desenvolvimento da 
glândula incubada.
Além da indução propriamente dita, foi possível 
observar um aumento no grau de expansão de alguns pufes, após o 
tratamento "in vitro" cora. ecdisterona. Não houve grande 
diferença no comportamento dos pufes quando comparadas às
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regiões SI © S2a das glândulas salivares, a n3o ser pelo fato 
de que os pufes, de maneira geral, iniciam sua expansão em S2a, 
antes do que em SI.
Tabela 4 - Principais pufes de DNA de T_;_ pubescens induzidos a 
se expandir "in vitro” na presença d© ecdisterona.
Perfodo larva 1 Pufes induzidos
L5 C4B, C10D, Cl3Ea
L6 A2QBbCa' B25CD, C13Ea
L7 A20BbCa, B5F
PI C2Bb, CQCb, C21CbDa
P2 C2Bb, C21CbDa
Nossos resultadoos mostram que, alguns pufes 
mantem-se expandidos no meio isento de hormônio, enquanto que 
nas glândulas incubadas com ecdisterona eles regridem. Este foi
o caso, por exemplo, do pufe A28AB que aparece expandido em 
glândulas L5 e LC> incubadas "in vitro", na ausência do 
hormônio, enquanto que, nas incubadas com o hormônio, ele 
regride. Durante o desenvolvimento larva1 este pufe regride
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ainda no período L5. Por outro lado, em alguns casos, em 
incubações em meio níSo suplementado com ecdisterona ocorre a 
indução precoce de certos pufes. Assim, por exemplo, o pufe 
B3Cb é induzido em glândulas de larvas em L4 incubadas "in 
vitro" na ausência do hormônio, quando só deveria aparecer em 
L5, no desenvolvimento larvall Os pufes B25CD e C13Ea 
comportaram-se de modo semelhante, foram induzidos em glândulas 
de larvas em L6, incubadas "in vitro" na ausência do hormônio, 
quando só deveriam aparecer em L7. No entanto, esses dois pufes 
atingiram, nessas condições, um pequeno grau de expansão.
Os pufes precocemente induzidos em meio isento de 
ecdisterona exógena atingem, em geral, graus de expansão 
menores do que quando são induzidos a se expandir "in vitro", 
na presença de ecdisterona ou quando se expandem durante o 
desenvolvimento larval. Na verdade, acreditamos que esses pufes 
não foram induzidos precocementé em meio isento de hormônio, 
mas sim que eles se expandiram no seu devido tempo, após um 
certo período de incubação. Nesse caso, o que observamos foi a 
continuação "in vitro" de um processo que já estava em 
andamento quando da dissecção da larva. 0 fato desses pufes 
atingirem um tamanho menor do que nas glândulas incubadas na 
presença de ecdisterona, sugere que a presença do hormônio.
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mesmo após iniciada a expansão do pufe, ó necessária para o 
pleno desenvolvimento desse processo.
Um modelo para explicar o controle da atividade dos 
pufes pela ecdisterona, foi proposto para Drosop lhi1 a por 
Ashburner & cols. (1974) e Ashburner & Richards (197&). 
Segundo esses autores, um complexo ecdisterona- receptor induz 
os pufes primários, enquanto mantém os pufes secundários 
inativos. A medida que cessa a ação do complexo hormônio- 
receptor, os pufes primáriosj são inibidos e os pufes 
secundários são ativados, com a participação do produto dpos 
pufes primários. Esse modelo não pode, no entanto, ser 
estendido aos Sciarídios. Em Rhynchosciara, foi verificado que 
a indução dos pufes tardios é dependente da presença de 
glândulas endócrinas ativas e, portanto, de ecdisterona ( 
Amabis & cols., 1977). Foi sugerido ainda, por Alvarenga 
(1980), que nessa espécie a indução do pufe de DNA 332, que é um 
efeito tardio da ecdisterona ( Stocker & Pavan, 1977), é 
dependente "in vitro" da presença do hormdnio em concentraçSes 
entre 2,26xlO--4M e 4, 4£>xlO~6M . Em Tr i chos i a pubescens, os 
experimentos de ligadura de larvas ( Amabis S Amabis, 19G4b) e 
indução de pufes de DNA "in vitro" pela ecdisterona sugerem 
que, pelo menos até o período P3, a ecdisterona é continuamente
necessária para a progressão do ciclo d© atividade gênica 
característico do fim da vida larval.
As alterações no padrão d© pufes induzidos pela 
ecdisterona "in vitro" são acompanhadas por modificações no 
padrão de síntese de polipeptídios, nas glândulas salivares de 
Tr i chos i a pubescens. Essas modificações, em geral, levam a um 
padrão de síntese que a glândula atingiria na fase seguinte 
àquela em que se encontrava no início da incubação,
Nossos experimentos concentraram-se em glândulas de 
larvas entre as fases L6 e P2 por ser esse o período de maior 
atividade dos pufes de DNA e de maiores alterações no padrão de
síntese dos polipeptídios glandulares.
i
Quando se coiripara o padrão de síntese de 
polipeptídios de glândulas L7 incubadas "in vitro" na presença 
de ecdisterona com o de glândulas não incubadas, verifica-se um 
aumento de síntese do polipeptídio de 25.000 d nas glândulas 
incubadas. Além disso, alguns po1ipeptídios sintetizados em 
glândulas L7 não s3o mais observados nas glândulas incubadas 
com ecdisterona, o que torna o padrão de síntese de 
polipeptídios dessas glândulas muito semelhante ao observado 
nas fases imediatamente seguintes ( P1~P2> no desenvolvimento 
normal.
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Em iodos os experimentos de análise do padrão de 
síntese de po1ipeptídios de glândulas salivares incubadas "in 
vitro", dois controles cito lógicos foram realizados. Um deles 
consistiu na fixação de parte da glândula no momento da 
dissecção da larva, que serviu para a verificação do grau de 
expansão dos pufes de DNA no início da incubação. Um segundo 
controle era realizado no fim do período de incubação © serviu 
para verificarmos as alterações ocorridas no padrão de pufes de 
DNA, no decorrer do experimento. Com isso, foi possível 
verificar uma alta correlação entre a indução do pufe de DNA
A2GBbCa e a síntese do polipeptídio de 25.000 d. Em várias
i
amostras de glândulas tipicamente em L7, onde apenas o pufe 
A28BbCa havia sido induzido a se expandir "in vitro" e "nenhum
outro grande pufe de DNA estava preeente, a única fração
i
po1ipeptídica nitidamente detectada nos fluorogramas foi a de
25.000 d. Em alguns desses casos, pelas análises 
densitométricas, pode-se verificar que a absorbância na região 
de 25.000 d chegava a representar 34% do total do f 1uorogramma.
Tentativas de correlacionar a síntese de outras frações
■ t
polipeptídicas com a indução de outros pufes não foram 
conclusivas. No entanto, em muitos casos onde os pufes B25CD e 
C13Ea estavam presentes após a incubação de glândulas L&-L7 em 
meio suplementado com ecdisterona, observou-se a síntese de
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duas fraçÇSes protéicas d© aproximadamente 00.000 d e 70.000 d. 
Acreditamos que deve existir uma relação entre essas fraç8es 
protéicas e aqueles pufes, uma vez que, durante o 
desenvolvimento larval, dois po1ipeptídios com pesos 
moleculares da ordem de 60.000 d e 70.000 d são sintetizados 
nas fases em que os pufes B25CD e C13Ea estão expandidos.
Correlações positivas entre po1ipeptídios específicos 
e pufes de cromossomos politênicos têm sido estabelecidas em 
diferentes espécies de dípteros < Beermann, 19£>1; Grossbach, 
1963, 1973; Tissières, 1974; Korge, 1975,1977; McKenzi© & 
cols., 1975; Spradling & cols., 1975; Henicoff & Meselson, 
1977; Biessmann 5 cols., 1981). Esses trabalhos, no entanto, 
foram restritos a espécies que não apresentam o fenômeno da 
amplificação gênica, em cromossomos politênicos das glândulas 
salivares e que, portanto, não desenvolvem pufes de DNA.
v
A restrição dos pufes de DNA a espécies da família 
Sciaridae fez com que durante muitos anos o próprio fenômeno da 
amplificação gênica fosse contestado ou, na melhor das 
hipóteses considerado um fenômeno restrito aqueles organismos. 
Pouco crédito foi dado à hipótese originalmente proposta por 
Pavan & Beuer (1955) de qu© os pufes de DNA serviriam para 
aumentar o número d© cópias d© genes específicos © facilitar a 
síntese de polipeptídios necessários ©m grande quantidade. Essa
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hipótese só começou a ter suporte experimental com a 
demonstração de que alterações no padrão de pufes de DNA se 
refletem em alterações no padrãó de síntese de proteínas nas 
glândulas salivares < Winter & cols., 1977a; Laicine 5 co1s ., 
13G0; Amabis, 19£33b) . Nesse sentido, foi possível ainda 
estabelecer-se correlações entre os pufes de DNA B2 e C3 de 
Rhynchosc i ara amer i cana e frações po1ipeptídicag específicas, 
sintetizadas nas glândulas e presentes como componentes da 
secreção salivar < Winter & cols,, 1977b, 1979).
No entanto, tentativas para se testar essa hipótese 
ern outros sistemas especializados na síntese de grandes 
quantidades de proteínas específicas, mostraram que não ocorria 
amplificação dos genes que codificam para essas proteínas. 
(Suzuki ô cols., 1972; Gage & Manning, 1972; Bishop & 
cols., 1972; Anderson S Schinke, 1976).
Nossos resultados vem reforçar a idéia de que os 
pufes de DNA estão relacionados com a síntese de frações 
polipeptídicas específicas no fim da vida larval. Como 
mencionado anteriormente, nos experimentos de incubação "in 
vitro” de glândulas salivares de Tr ichosi a pubescens, foi 
verificada uma estreita correlação entre o pufe de DNA A2QBbCa 
e a síntese de um polipeptídio específico. Com relação a esse 
polipeptídio, foi possível verificar que, no decorrer do
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desenvvo 1 vimento larval, a sua sfnt.es© inicia-se entre os 
períodos L5-LG e aumenta progressivamente até P1-P2 quando 
passa a diminuir'. No entanto, a expansão do pufe A28BbCa só se 
inicia em L7-P1, sendo que o máximo de expansão é atingido em 
P2. Assim, é possível detectar síntese do polipeptfdio de
25.000 d mesmo em épocas onde ainda não ó possível verificar a 
expansão do pufe A28BbCa. isso poderia significar que a
correlação observada nos experimentos "in vitro", não 
representa uma relação direta entre um loco gênico © seu 
produto de síntese. Por outro lado, a região A28BbCa poderia 
ser ativa ©m transcrição, mesmo antes da expansão do pufe.
Resultados anteriores (Ferreira, 1981), utilizando 
precursor radioativo ( Uridina 3H) d© RNA, sugeriam que o pufe 
A28BbCa é muito ativo na síntese de RNA nas fases em que está 
expandido. Os resultados autorradiográficos, no entanto, não 
permitiram verificar com precisão quando se inicia a 
transcrição na região-que origina aquele pufe. Isto s© deve a^ 
uma limitação da autorradiografia, que não apresenta resolução 
suficiente para esse tipo de estudo. A grande dispersão dos 
grãos d© marcação sobre o cromossomo, não permite a localização 
precisa de marcação em uma faixa específica.
A possibilidade de detecção de híbridos DNA/RNA 
através de técnicas imuno 1ógicas, permitiu um estudo detalhado
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da presença de RNA complementar à regido A2QBbCa, nas 
diferentes fases de expansão desse pufe. Como relatado por 
alguns autores, o tratamento de preparações de cromossomos 
politênicos com anticorpos anti híbridos DNA/RNA seguido de 
incubação na presença de um segundo anticorpo marcado com 
fluoresceína, resulta em uma série de faixas fluorescentes ao 
longo de todo o cromossomo politênico, com concentração nos 
pufes e nas regiões organizadoras de nucléolo ( Rudkin & 
Stollar, 1977b; Bünsen <5 cols., 1982; Alcoover & cols., 1981) 
Tudo indica que, pelo menos, a maior parte desses híbridos 
presentes era cromossomos politênicos sejam originados no 
decorrer da preparação das lâminas, pela hibridização do RNA 
recém- sintetizado ao DNA molde denaturado pela fixação com 
ácido acético. A favor dessa hipótese, existem os fatos de que 
o uso de fixador não denaturante abole a formação de híbridos ( 
Bünsen & cols., 1982), enquanto que a incubação das 
preparações na presença de formam ida, antes do tratamento 
imunológico, aumenta em muito a intensidade de f 1uorescência ao 
longo dos cromossomos ( Bünsen & cols., 1982; Alcoover ô 
cols., 1981). Em nosso laboratório, foi verificado que o mesmo 
resultado da incubação na presença de formamida pode ser 
obtido, com a vantagem de que a estrutura do cromossomo é 
melhor mantida, conservando-se as preparações, antes do
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esmagamento, na presença d© 50% d© ácido acético, por 10 a 20 
minutos á temperatura ©ntr© 3£>° © 40“C. Acreditamos qu© ©ss© 
tratamento provoque uma denaturação mais efetiva do DNA 
cromossômico, que fica assim mais disponível *s hibridização com 
o RNA complementar present© nos cromossomos.
Na análise de preparações de glândulas em diferentes 
fases do desenvolvimento tratadas pelo método mencionado acima, 
detectou-se fluorescência na região A28BbCa, a partir da fas© 
L5. A grande resolução do método imunológico permitiu qu© a 
faixa fluorescente, presente naquela região cromossômica, fosse 
relacionada à faixa cromossômica qu© sofre amplificação gênica 
e origina o pufe de DNA em questão. Como esse método detecta a 
presença de híbridos DNA/RNA, é possível sugerir que a região 
A2GBbCa está ativa mesmo antes da expansão do pufe de DNA nessa 
região.
Verificamos ainda, através dessa técnica, que a 
incubação de glândulas salivares na presença de alfa -amanitina 
diminui muito a fluorescência na região A28BbCa e em outras 
regiões cromossômicas, ©m relação ao control© não tratado com o 
inibidor. No caso de algumas regiões cromossômicas e, 
principalmente, do nucléolo, a intensidade de fluorescência não 
foi praticamente afetada pelo inibidor. Além disso, o fato de 
algumas células responderem mais ao tratamento do qu© outras,
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está d© acordo com os resultados obtidos por Beermann (1971) 
que mostram uma variação na ação da alfa- amanitina, 
principalmente ©m experimentos "in vitro". Esses resultados 
sugerem que o RNA transcrito na região A28BbCa tem 
características de mensageiro. A alfa “ amanitina foi 
relacionada como inibidor específico d© RNA polimerase|| ( 
Kedinger 5 cols, 1370; Bonner & Kerby, 1982 ) a qual © 
responável pela síntese de RNA mensageiro ( Plagens & cols, 
1976; Jamvrich & cols, 1977; Kramer <S cols., 1980)
Uma outra evidência de que o RNA transcrito na região 
A28BbCa é mensageiro, foi o fato de que RNA poliadeni1ado, 
purificado através de cromatografia de afinidade em coluna de 
oligo dT -celulose, hibridiza-se naquela região cromossômica.
Nossos resultados mostram que RNA poliadeni1ado, 
obtido de glândulas L7 incubadas "in vitro” por 4 horas na 
presença de ecdisterona e, ond© o único puf© induzido era o 
A28BbCa, hibridiza "in situ" preferencialmente em duas faixas 
do cromossomo A: nas faixas A28AB e A28BbCa. A fluorescência da 
região A28BbCa foi maior no caso dessas hibridizaçSes do que 
quando foi utilizado RNA poliadeni1ado, extraído de glândulas 
L7 incubadas na ausência do hormônio. Além da marcação nas 
regiões A28AB e A28BbCa, a única outra região bem marcada foi a 
organizadora do nucléolo. Essa marcação pode ser atribuída ò
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contaminação com RNA ribossômico, que normalmente ocorre em 
isolamentos de RNA po1iadeni1ado pelo método de cromatografia 
de afinidade em coluna de oligo dT- celulose ( Bantle & cols., 
1976) . Esses resultados sugerem ainda que, nas condi ç<3es em que 
o pufe A28BbCa é induzido a se expandir "in vitro" em glândulas 
L7, um RNA mensageiro específico domina o perfil de síntese de 
RNAs po1iadeni1ados.
No caso das h i br i d i zaçÇíes de RNA de glândulas L7 
incubadas na presença de ecdisterona com preparações mistas, 
contendo cromossomos de glândulas em período L2 e L5-L&, 
verificamos que a fluorescência na região A28BbCa é maior nos 
cromossomos daa glândulas mais velhas. Por outro lado, a 
intensidade de fluorescência na região A28AB foi semelhante em 
ambos os tipos de cromossomos.
Nossa interpretação é que a fluorescência 
desproporcional na região A28BbCa entre os cromossomos das 
glândulas de larvas das duas idades reflete uma quantidade 
maior de híbridos nos cromossomos L5-L&, em relação aos de L2. 
Isto ocorreria devido a um maior número de cópias de DNA 
complementar ao RNA em questão, naquela região cromossômica. 
Portanto, o RNA que se hibridiza na região A28BbCa, deve ser 
produto de genes que sofrem amplificação ao longo do 
desenvolvimento larval.
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Esses resultados, em conjunto, não invalidam a 
hipótese de que o polipeptfdio de 25.000 d seja produto do pufe 
de DNA A28BbCa. A não relação entre a cinética de síntese 
daquele polipeptídio e a cinética de expansão do pufe, durante 
o desenvolvimento larval, pode ser explicada com base nos 
resultados de hibridização com RNA endógeno. Foi verificado que 
a região A28BbCa é ativa em transcrição a partir do período L5, 
apesar do pufe só se expandir a partir de L7-PI.
Finalmente, nossos resultados mostram que uma fração 
polipeptídica de 25.000 d está presente na secreção salivar de 
larvas em período L7-P2, justamente na fase em que o pufe de 
DNA A28BbCa se expande. Acreditamos que essa fração corresponda 
aquela cuja síntese relacionamos à transcrição na região 
cromossômica A28BbCa. Assim, esses resultados sugerem que o 
pufe de DNA A28BbCa é responsável pela codificação de uma das 
proteínas da secreção salivar de Trichosi a pubescens, no 
período em que a larva está formando o casulo. A relação entre 
um pufe de DNA e a síntese de uma proteína de secreção salivar, 
em um período específico da formação do casulo, vem de encontro 
à própria função dos pufes de DNA, sugerida inicialmente por 
Pavan S Breuer (1955). Essa fase de formação de casulo é muito 
curta em Tr ichosi a pubescens e as mudanças no padrão de síntese 
protéica são muito rápidas. Em tal sistema, haveria demanda de
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grandes quantidades d© dif©rentes 
d© tempo, o qué seria solucionado 
codificadores © o desenvolvimento
proteínas em curtos espaços 
com a amplificação dos genes 
dos pufes de DNA.
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RESUMO
Neste estudo analisamos o padrão de síntese de 
pol1peptídios nas glândulas salivares de larvas de Tr i chos i a 
pubescens, em diferentes períodos durante o fim do quarto 
estádio. Foi verificado que nessa fase do desenvolvimento as 
glândulas salivares sofrem drásticas mudanças no padr«k> de 
síntese de polipeptídios. Essas mudanças • podem ser 
correlacionadas a alterações no padrão de pufes dos cromossomos 
polltênicos, principalmente com a atividade dos pufes de DNA.
Com a finalidade de determinar o papel da ecdisterona 
nas mudanças do padrão de pufes e de síntese de polipeptfdios, 
realizamos experimentos "in vitro" incubando glândulas 
salivares na presença e ausência desse hormônio. Verificamos 
que, pelo menos entre os períodos L4 e P3, a presença do 
hormônio é continuadamente necessária para a manutenção das 
alterações seqüenciais no padrão de pufes de DNA e de síntese 
de polipeptídios. Em geral, a incubação de glândulas salivares 
na presença de 2xlO-*M de ecdisterona por 4 horas modifica a 
atividade gênica para um padrão que seria atingido algumas 
horas mais tarde, durante o desenvolvimento normal. Por outro 
lado, a incubação de glândulas em meio sem o hormônio
cSy.
normalmente bloqueia a progressão das alterações de atividade 
gênica que ocorrem no desenvolvimento normal.
Particularmente interessante foi a possibilidade de 
se estabelecer uma correlação entre o pufe de DNA da região 
2QBbCa do cromossomo Â e a síntese de um polipeptídio com peso 
molecular de aproximadamente 25.000 d. Apesar do fato de que 
nos experimentos "in vitro" encontramos uma correlação 
significativa entre a síntese desse polipeptídio e a indução do 
pufe ASSBbCa, durante o desenvolvimento normal a síntese do 
polipeptídio se inicia algumas horas antes da expansão do pufe. 
Essa aparente contradição foi, no entanto, elucidada pelos 
resultados obtidos em experimentos delineados para estudar a
transcrição na região A28BbCa.
Através de técnicas imunológicas que utilizam 
anticorpos ant1 -híbridos DNA/RNA foi verificado que a partir do 
período L5, isto é, algumas horas antes da expansão do pufe 
A28BbCa, estão presentes no cromossomo moléculas de RNA 
complementares à faixa que origina aquele pufe. Nossa 
interpretação para esse fato é a de que a transcrição nessa 
região cromossômica particular se inicia antes do aparecimento 
do pufe. Nesse caso, não há contradição èntre os resultados "in 
vitro” e "in vivo".
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A partir de experimentos utilizando alfa-amanltlna 
como inibidor de RNA pollmerase II e através de hibridizaç^o 
"in situ” usando RNA poli A*, foi. deduz ido qu© o produto d© 
transcrição do puf© A28BbCa tem características d© mensageiro. 
Verificamos que a alf a-amanltlna lnlbe a transcrição na regiSo 
A2QBbCa e que RNA po11aden11ado obtido de glândulas nas quais 
aquele pufe tinha sido indusido, hlbridisa intensamente nessa 
região cromossômica.
Finalmente pela análise ©1etroforética da secr©ç'3o de 
larvas em diferentes períodos, pudemos concluir qu© o 
pollpeptídio de 25.000 d é um dos componentes da secreção 
salivar de larvas entre os períodos L6 © P2.
110
ABSTRÂCT
ln thls study we have analyzed the pattern of 
polypeptlde synthesls ln the sallvary glands of Tr1chos1 a 
pubescens larvae at different stages during the late fourth 
instar. It was found that during these developmental stages the 
sallvary glands undergo drastlc changes ln the pattern of 
polypeptlde synthesls. These changes could be correlated wlth 
the alterations ln the pufflng pattern of the polytene 
cbromosomes, essentialíy wlth the aetivity of the DNA-puffs
In order to ascertaln the role of the ecdysterone ln 
the changes of both the DNA-pufflng pattern and polypeptlde 
synthesls, we earried out experimente "m  vitro’* by mcubating 
sallvary glands ln the presence and ln the ausence of thls 
hormone. It was found that, at least during the period between 
stages L4 and P3, the presence of the hormone ls contlnuously 
necessary to eupport the seqüencial alterations both ln the 
DNA-pufflng pattern and ln the protein synthesls. As a rule, 
the incubatlon of a sal lvary gland ln the presence of 2x í 0--*m 
of ecdysterone for 4 hours modifies the gene activíty to a 
pattern that would be attained a few hours 1 ater during normal 
development. Ün the other hand, the incubatlon of gland ln
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medi um lacking ihe horiione normal ly hlnders the progreselon o f 
the developmental alteratlons of gene actlvlty.
Particularly ínteresting was the possibility to 
establlsh a correlatlon between the DNA-puff at the region 
2SBbCa of the chroaosome A and the synthesis of a polypeptide 
of MU = 25,000 d. In spite of the fact that "in vitro” 
experimente we found a slgnlflcant correlatlon between the 
synthesie of thls polypeptide and the íncubatlon of the puff 
A28BbCa, durlng normal development the synthesie of the 
polypôptide starts a few hours before the expanslon of the 
puff. Thls apparent contrad1ct1on was, however, elucldate by 
resulta obtalned ln experlments dellneated to study the 
transcrlpt1on at reglon A2ÕBbCa.
By means of Immunologlcal technlques uslng antlbodles 
against hybrids BNA/RNA ít was found that as early as stage L5, 
namely, a few hours before the expansion of puff A28BbCa, RNA 
moleculea complementary to the band which originates that puff 
are present ln the chromosome. Üur interpretatlon for thls fact 
is that transcriptlon at that particular chromosomal reglon 
starts long before the appearence of the puff. In such a case 
there is no contradictlon between "ln vitro" and "ln vivo" 
resulta.
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The fact that th© product of tranecr1ption of puff 
A28BbCa has character1 st 1 cs of Biessenger was inferred from 
ewpar isíents uslng al f a- aman 11 ln as an lnhlbltor of RNA 
polymeraae II throughout ” ln situ” hybrldlaat lon uslng poly A*- 
RNA. It was verlfled that a 1fa -arnan11 1n lnhlblts transcrlptlon 
at reglon A28BbCa and that polyaden 1 1 ated RNA obtalned fr-om 
glands ln whlch that puff had been lnduced strongly hybrldlsee 
to that chroínosomal reglon.
Finally, we could conclude by electrophoretlc 
analysls of the secretlon of larvae at dlfferent developmental 
stages that the polypeptlde of HU = 25,000 d is a component of 
the sallvary secretlon of larvae from stages L6 untll P2.
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